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RESUMO

Estudos de infec¢des causadas pela ingestdo de dguas contaminadas, em especial
por Escherichia coli, sio importantes para definir o papel dessas bactérias em casos de
gastroenterites. Devido a ocorréncia freqiiente da diarréia infantil na cidade de Ouro
Preto-MG, andlises microbioldgicas da sua dgua de consumo determinaram a presenca de
E. coli. No presente trabalho, propriedades fenotipicas e genotipicas de viruléncia foram
estudadas em 97 amostras de E. coli isoladas da dgua de consumo desse municipio. Os
resultados obtidos para padrdes de adesd@ao mostraram que 79 (81,4%) amostras aderiram a
células HEp-2 em diferentes padrdes de adesdo, sendo que 49 (62%) amostras aderiram
de forma agregativa, 16 (20,3%) apresentaram o padrao difuso, 12 (15,2%) aderiram de
forma ndo caracteristica e 2 (2,5%) apresentaram o perfil de adesdo localizada “like”. Por
ensaios de hemaglutinacdo verificou-se que 70 (72%) amostras hemaglutinaram hemacias
de cobaia, 64 (65,9%) aglutinaram hemadcias eqiiinas, 5 (5,2%) foram positivas com
hemadcias humanas do grupo A e 10 (10,3%) aglutinaram hemaécias bovinas. Todas essas
amostras evidenciaram um perfil de hemaglutinagio manose sensivel, o que esta
associado a presenca da fimbria tipo 1. Outro fator de viruléncia detectado foi a produgdo
de aerobactina em 11 (11,3%) isolados. Em relacdo a expressao de hemolisinas em meio
solido, 50 amostras de E. coli foram positivas em placas de 4gar sangue contendo
hemacias de cavalo, 37 lisaram hemaécias de carneiro, 28 lisaram eritrocitos de cobaia,
nove lisaram eritrcitos humanos e seis foram positivas com hemadcias bovinas.
Entretanto, os sobrenadantes de cultura de todas essas bactérias nao apresentaram
atividade hemolitica “in vitro”. Em relacdo a atividade citotéxica dos sobrenadantes de
cultura das amostras, verificou-se que 89 deles provocaram diferentes alteracdes
morfologicas em células Vero, HeLa e CHO. Deste total, 39 apresentaram efeito
citotoxico caracterisitico de desarranjo do citoesqueleto celular, foram estdveis ao
aquecimento por 100°C e demonstraram atividade enterotéxica em camundongos recém-
nascidos. Estudos genotipicos pela PCR, identificaram nove amostras eltIJA*, uma
amostra stI*, 14 stIl", seis ahLy", trés sat”, trés astA*, duas pic*, 10 kps™, 11 iucD", 88
fimH", seis eae”, trés papC* e uma papG1*. Nenhuma amostra foi positiva para os genes
stxl, stx2, stx2v, eltllA, cnfs, cdt, enhly, pet, bfp, inv, K88 e 987p, aggA, aafA e

papGIIl/GIII. Baseado na aderéncia em células, na produgdo de toxinas e na presenca de
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genes de viruléncia, classificou-se 24 amostras como ETEC, 6 como EPEC atipicas , 36
EAEC e 13 como DAEC. Nenhuma amostra foi classificada como EHEC e EIEC. Estes
resultados sugerem um possivel envolvimento destas amostras de E. coli como um dos
agentes enteropatogé€nicos envolvidos nas infec¢des entéricas ocorridas na cidade de

Ouro Preto.
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ABSTRACT

Infections studies caused by the ingestion of contaminated water, especially by
Escherichia coli, are important to define the pathogenic role of these bacteria in
gastroenteritis. Due to frequent infantile diarrhea in the city of Ouro Preto-MG, this city”s
water microbiologic analysis displayed the presence of E. coli. In the present study,
genotypic and phenotypic virulence properties were studied among 97 E. coli strains
isolated from the drinking water provided for this city. The obtained results for adhesion
patterns showed that 81,4% of the samples adhere to HEp-2 cells in different adhesion
patterns, wherein 49 strains adhere in a aggregative pattern, 16 displayed the diffuse
pattern, 12 adhered in a non-characteristic pattern and 2 showed the localized adhesion
profile “like”. By means of hemagglutination tests we verified that 72 % of the strains
hemagglutinated guinea pig erythrocytes, 65,9% agglutinated horse erythrocytes, 5,2%
were positives on group A human erythrocytes and 10,3% agglutinated bovine
erythrocytes. All these strains made evident a manose sensible hemagglutination profile,
which is associated with type 1 fimbriae. Another virulence factor detected was the
production of aerobactin in 11,3% of the isolates. Regarding the hemolysin expression in
solid medium, 50 E. coli strains were positive in blood agar plates containing horse
erythrocytes, 37 lysated sheep erythrocytes, 28 lysated guinea pig erythrocytes, 9 lysated
human erythrocytes and 6 were positives on bovine erythrocytes. However, the culture
supernatants of all these bacterias didn’t displayed any hemolytic activity “in vitro”. This
could be associated with a possible B-hemolysin production. In respect of the cytotoxic
activity produced by the strains culture supernatants, we verified that 89 of them
provoked different morphological alterations in Vero, HeLLa and CHO cells. From these,
39 showed a characteristic cytotoxic effect of disarrangement of the cellular cytoskeleton,
remained stable when heated by 100°C and also showed enterotoxic activity in suckling
mice. Genotipic studies performed by PCR identified nine eltIA™ strains, one stI' strain,
14 stI', six ahLy", three sat®, three astA™, two pic®, 10 kps*, 11 iucD", 88 fimH", six
eae”, three papC™ and one papGI*. None of these results were positive for the following
genes stxl, stx2, stx2v, eltllA, cnfs, cdt, enhly, pet, bfp, inv, K88 e 987p, aggA, aafA e
papGIIl/GIII. Based on the adherence to cells, toxin production and the presence of the
virulence genes, 24 strains were classified as ETEC, 6 as atypical EPEC, 36 as EAEC and
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13 as DAEC. Anyone strain were classified as EHEC and EIEC. These results suggest a
possible involvement of these E.coli strains as one of the enterophatogenic agents related

with the enteric infections occurred in the city of Ouro Preto.
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1. INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli e as categorias diarreiogénicas

Theodore Escherich (1855) descreveu um microrganismo que se encontrava em
altas densidades nas fezes humanas e foi por ele nomeado Bacterium coli. No inicio do
século passado (1912), Bacterium coli ja era utilizada como indicador da qualidade
sanitdria da dgua. Na década de 1950, esta bactéria passou a ser denominada Escherichia
coli pelos microbiologistas e foi escolhida como modelo para estudos de processos
bioldgicos bdsicos, tais como vias metabodlicas, regulacdo génica, transducdo de sinais,
estrutura de parede celular e conjugagao (Kuhnert et al., 2000).

O género Escherichia é composto por cinco espécies: E. coli, E. blattae, E.
fergusonnii, E. hermannii e E. vulneris. A espécie E. coli € um dos principais componentes
da familia Enterobacteriaceae, presente na microbiota intestinal de humanos e animais
(Kuhnert et al., 2000). Esta familia € constituida por bactérias que niao esporulam, sio
Gram-negativas, anaerébicas facultativas, oxidase-negativas e capazes de fermentar glicose
com formagao de géds (Bopp et al, 1999).

A maioria das linhagens de E. coli sdo comensais, porém, algumas podem causar
uma variedade surpreendente de doengas, incluindo diarréia, disenteria, sindrome
hemolitica-urémica, infec¢des de bexiga e rim, septicemia, pneumonia e meningite (Kaper
et al., 2004). Essa versatilidade tem sido associada ao fato de diferentes linhagens de E. coli
terem adquirido diferentes genes de viruléncia (Gilligan, 1999). Estima-se que 10-20% da
informacdo genética encontrada em uma E. coli patogénica ndo estd presente na linhagem
K-12, ndo patogénica (Kuhnert et al., 2000).

O estudo da viruléncia em E. coli tem se concentrado nas doengas do trato urindrio e
nas doencas intestinais, pois ela estd fortemente associada com a diarréia humana,
principalmente a infantil. Conseqiientemente E. coli tem um importante papel na
mortalidade infantil nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (World Health
Organization, 1997; Gilligan, 1999).

Desde 1945, quando foi verificado o primeiro caso de diarréia associada a uma
linhagem de E. coli, o conhecimento a respeito de como esta bactéria causa diarréia tem
aumentado muito. Como todos os microrganismos que causam diarréia, E. coli sao

ingeridas através de alimentos e d4guas contaminados com fezes humanas ou de animais. Os



mecanismos de patogenicidade de E. coli sao complexos e envolvem um grande nimero de
fatores de viruléncia, que variam em suas diferentes categorias. Muitos destes fatores
parecem ter sido adquiridos de outros patdgenos entéricos, como Vibrio cholerae e Shigella
dysenteriae (Gilligan, 1999). Toxinas e fatores de adesdo sdo os fatores de viruléncia mais
comumente encontrados em E. coli. Algumas toxinas sdao intimamente relacionadas com
determinadas categorias desta bactéria (Kuhnert et al., 2000).

As amostras de E. coli associadas a infec¢do intestinal e causadora de diarréia ou
disenteria, sd@o conhecidas como E. coli diarreiogé€nicas e sdo classificadas em seis
categorias, (Nataro & Kaper, 1998). As categorias de E. coli diarreiogénicas sdo:
Escherichia coli enteropatogénica classica (EPEC), subdividida em EPEC tipicas e atipicas,
enterotoxigénica (ETEC), enterohemorriagica (STEC), enteroagregativa (EAEC),
enteroinvasiva (EIEC) e Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC) (Kaper et al., 2004).

1.1.1. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

EPEC ¢é uma das maiores causas de diarréia aguda em criancas, principalmente em
paises em desenvolvimento (Kaper et al., 2004) e com relativa freqii€ncia estd associada a
casos de diarréia persistente (Fagundes-Neto, 1996; Scaletsky et al., 1999b). Estudos
epidemiolégicos demonstram que EPEC sdo responsdveis por mais de 30% dos casos de
diarréia em criancas no Brasil (Gomes et al., 1991; Toledo et al., 1983) e resultados
semelhantes foram relatados na Cidade do México e no Chile (Cravioto et al., 1991; Levine
et al., 1993).

EPEC classicamente é caracterizada devido ao seu padrdo de adesdo localizada
(LA) em células epiteliais (Scaletsky et al., 1984). Este grupo de E. coli é responsavel por
desencadear o fenomeno denominado “attaching and effacing” (lesdao A/E) em células
HEp-2, HeLa e no epitélio intestinal. Esta lesdo € caracterizada pela destruicdo das
microvilosidades intestinais e rearranjo do citoesqueleto celular, culminando na formacao
de uma estrutura semelhante a um pedestal onde a bactéria permanece intimamente ligada
(Moon et al., 1983).

Os genes envolvidos na formacdo da lesdo A/E estdo presentes em uma ilha de
patogenicidade denominada “Locus of Enterocyte Effacement” (LEE). Essa ilha também
conhecida como regido LEE € subdividida em cinco operons, denominados LEE I, LEE?2,

LEE3, LEE4 e Tir (ou LEES) (Elliot et al., 1998). A regidao LEE codifica um sistema de



secrecao do tipo III (Jarvis et al., 1995), a adesina ndo fimbrial intimina (Jerse, et al., 1990)
e o proprio receptor da intimina, a proteina ‘“Translocated intimin receptor” (Tir) (Kenny, et
al., 1997), a qual € translocada para a célula hospedeira pelo sistema de secrecao do tipo III.

Em experimentos em que sdo utilizadas linhagens de células humanas tém-se
observado a presencga de varios genes com suas respectivas proteinas induzindo a formagao
da lesdo A/E. Donnenberg e Kaper (1992), sugeriram um modelo em trés estagios da
infec¢do de EPEC. O primeiro estagio (aderéncia localizada) envolve uma interagdo intima
da bactéria com a superficie da célula hospedeira, mediada por uma fimbria do tipo IV
denominada BFP (“bundle-forming-pilus”) (Girén et al., 1991a). O bfp é um conjunto de
14 genes que fazem parte de um plasmidio de 60 MDa denominado EAF (“EPEC
Adherence factor”) (Stone et al., 1996).

O segundo estdgio (transducdo de sinais), envolve um aparato de secre¢do do tipo
II, que induz a secrecdo de proteinas de EPEC, chamadas Esps (“E. coli secreted
proteins”), sendo elas: EspA, EspB, EspD, EspF, EspG, Map e Tir, sendo que EspA, B e D
sdo componentes do aparato de secrecdo (Jarvis ef al.,, 1995). As fun¢des de poucas destas
proteinas sdo conhecidas em detalhes. De uma forma geral, elas desencadeiam a
transducgdo de sinais em cascata nas células hospedeiras (Kenny & Finlay, 1995), levando
a um rearranjo dos componentes do citoesqueleto. Os genes responsdveis pela codificagdo
destas proteinas estdo inseridos na regido LEE (Elliot et al., 1998).

O terceiro estagio (aderéncia intima) envolve a atividade do gene cromossdmico
eae, que expressa a proteina intimina, responsavel pelo contato intimo entre a bactéria e a
célula epitelial. O actiimulo de filamentos de actina e outras proteinas do citoesqueleto como
a-actina, talina, miosina e ezerina formam o pedestal (Finlay et al., 1992).

Segundo observacdes de Hicks et al. (1998), a fimbria BFP ndo estaria envolvida
nos estagios iniciais da infec¢do da EPEC em culturas celulares. A adesao inicial ocorreria
através de outra adesina diferente do BFP, ainda desconhecida. A BFP estaria envolvida em
um quarto € novo estdgio, produzindo uma expansao tridimensional das microcolonias, e
estas seriam mantidas e estabilizadas pela propria BFP que ligaria uma bactéria a outra.

Além da BFP, diversas adesinas ja foram descritas em EPEC como responsaveis
pela adesdo a células epiteliais, como a proteina de membrana externa intimina
(Donnenberg & Kaper, 1991), os filamentos EspA do sistema de secrecao tipo III (Knutton

et al., 1998) e, recentemente, foi reportado que o flagelo de EPEC funciona como uma



adesina essencial na formac¢do da microcolonia localizada (Girén et al., 2002). Outras
adesinas ainda sdo investigadas como sendo participantes do processo de adesdo de EPEC a
mucosa intestinal, entre as quais a fimbria tipo I que vem sendo relacionada a patogénese
de outros membros da familia Enterobacteriaceae, cujo papel na patogénese de E. coli
uropatogénica vastamente conhecido (Gunther ef al., 2001). Em EAEC a sua participagao
na formacao do padrdo agregativo de adesdo as células epiteliais e na formac¢do de biofilme
ja foi estabelecido (Moreira et al., 2003). Entretanto para a categoria EPEC sua participagdo
no estabelecimento da adesao localizada foi refutada (Elliot & Kaper, 1997).

Os genes eae de varias amostras EPEC e EHEC t€m sido clonados e seqiienciados
(Beebakhee et al., 1992, Frankel et al., 1994; Jerse et al., 1990; Yu & Kaper, 1992). Ao
comparar as seqiiéncias de aminodcidos das proteinas codificadas por estes genes em EPEC
e EHEC, verificou-se que ambas possuem diferentes intiminas, revelando que as regides N-
terminais sdo altamente conservadas e que as por¢des C-terminais, sdo varidveis sendo
responsaveis pela ligacdo aos receptores das células epiteliais (Frankel et al., 1994).

As cepas EPEC siao divididas em dois grupos: EPEC tipicas (presenga de gene eae e
plasmidio EAF) e EPEC atipicas (presenca somente do gene eae) (Trabulsi et al., 1996). As
EPEC tipicas, ou simplesmente EPEC, sdo bastante homogéneas em suas propriedades de
viruléncia, pois expressam basicamente os fatores de viruléncia codificados pela regido
LEE e pelo plasmidio EAF. Por outro lado, as EPEC atipicas ndo sdo portadoras do
plasmidio EAF, mas possuem o gene eae e demais fatores de viruléncia codificados na
regido LEE. As EPEC tipicas e atipicas também diferem no padrao de adesdo em células.
As EPEC tipicas apresentam somente o padrdo de adesdo localizada, enquanto que as
atipicas apresentam o padrdo de adesdo “localizada Like” (LAL), podendo também
apresentar adesao difusa (AD) e adesao agregativa (AA) (Trabulsi et al., 2002).

Em algumas EPEC atipicas foi detectado a produ¢do de uma enterotoxina,
denominada EspC, que aumenta a corrente de curto circuito em ensaios “in vitro” de
“ussing chambers” (Stein et al., 1996). Essa toxina de 110 kDa mostrou homologia
significante com os membros da familia das proteinas com atividade de protease da
imunoglobulina A (IgA), as quais sdo encontradas em vdrias bactérias patogé€nicas como, E.
coli avidria (TSH), Haemophilus influenzae (Hap), e Shigella flexneri (SepA) (Stein et al.,
1996).



Recentemente, foi reportado no Brasil, declinio na freqiiéncia de EPEC tipicas e
aumento na freqiiéncia de atipicas, achados que coincidem com a diminui¢do nos casos de
diarréia em algumas regides. Essa mesma situacdo ja havia sido observada nos Estados
Unidos e paises da Europa (Trabulsi et al., 2002).

Provavelmente a diarréia causada por EPEC resulta de multiplos mecanismos,
incluindo secre¢do de ions, aumento da permeabilidade intestinal, inflamacgdo intestinal e

perda superficie de absorcdo devido a lesao A/E (Kaper et al., 2004).

1.1.2. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

A importancia deste grupo como uma das principais causas de diarréia foi
reconhecida na década de 1960 e, a partir desta década, um grande nimero de informacdes
sobre epidemiologia e patogénese das ETEC tem sido acumulado (Guth, 2000).

Cepas ETEC causam diarréia aguda em humanos e animais em todo mundo, sendo
responsaveis pela alta mortalidade infantil em paises em desenvolvimento (Cravioto et al.,
1991). Também € responsdvel pela diarréia dos viajantes (Merbon et al, 1976). Em
animais, alguns estudos revelaram que ETEC é o agente causador de cerca de um terco das
diarréias em leitdes (Soderling & Mollby, 1978).

A infeccdo por ETEC pela ingestdo de alimentos ou dgua contaminados. No
aparelho digestivo, estas bactérias colonizam a por¢do distal do intestino delgado (Hinson
&Willians, 1989) e produzem enterotoxinas responsaveis pela sindrome diarréica (Betley et
al., 1986). As enterotoxinas produzidas por este grupo de E. coli pertence a classe de
toxinas termoldbil (LT) e termoestivel (ST), que se diferenciam na estrutura,
antigenicidade e mecanismos de acdo (Sears & Kaper, 1996).

A enterotoxina termoldbel possuem estrutura e fungdao semelhante a toxina colérica
(TC) de Vibrio cholerae (Sixmar et al., 1993) e é dividida em duas subclasses: LT-1 e LT-
II. A toxina LT-I é expressa por amostras de E. coli que sdo patogénicas para o homem e
animais, principalmente suinos, enquanto que a LT-II € encontrada principalmente em
bovinos e raramente em humanos. A primeira é uma proteina oligomérica de 85kDa,
composta de cinco subunidades B e uma subunidade A. As subunidades B ligam-se ao

intestino através do receptor GM1, enquanto a subunidade A € responsdvel pela atividade



enzimdtica da toxina (Tenenberg et al., 1994). A acdo desta toxina baseia-se na estimulacio
da enzima adenil-ciclase, promovendo uma elevacao dos niveis de AMPc nos enterdcitos, o
que leva a perda de potdssio e fons bicarbonato pela célula, com conseqiiente secrecdo de
liquido para a luz intestinal e diarréia (Kaper et al., 2004). A atividade bioldgica desta
enterotoxina pode ser estudada em testes de alga ligada de intestino de coelho e cultura de
células Y-1 (Sack & Sack, 1975), Vero e CHO (Donta et al., 1974).

A toxina LT-II possui 55-57% de homologia na seqiiéncia de amindcidos com LT-I
e TC (Fukuta et al., 1988), sendo que esta toxina possui duas variantes LTIla e LTIIb (Guth
et al., 1986). A LT-II aumenta o AMPc semelhantemente a LT-I, entretanto, usa como
receptor GD1 (Fukuta et al, 1988). Apesar da similaridade com a toxina colérica a LT-1I
nao é neutralizada pela sua antitoxina (Fukuta et al., 1988; Sears & Kaper 1996).

Quanto a codificagdo génica, LT-I tem sido descrita como presente em plasmidios
de alto peso molecular (Gyles et al., 1974). Por outro lado, a codificacdo da enterotoxina
LT-II (87kDa), também composta de subunidades A e B, estd localizada no cromossomo
bacteriano (Holmes er al., 1986). O efeito citotdnico desta enterotoxina é semelhante ao da
LT-I em ensaios utilizando cultura de células Y-1, ndo apresentando esta atividade em
células Vero (Fukuta, ef al. 1988).

Comparando-se a LT-II com a LT-I ndo foram observadas reacdes soroldgicas
cruzadas entre as duas enterotoxinas por provas de aglutinacdo, precipitacdo e neutralizacdao
do efeito bioldgico (Fukuta et al. 1988).

As enterotoxinas termoestaveis (STa e STb) sdo capazes de resistir ao tratamento
térmico, a 100°C por 30 minutos, sendo que STa, também denominada por alguns autores
de STI, apresenta peso molecular de aproximadamente 2kDa, é solivel em 4gua e em
solventes organicos, além de ser resistente a acdo de enzimas proteoliticas (Alderete &
Robertson, 1978). Por outro lado, a enterotoxina STb, também denominada de STII, tem
peso molecular de 5kDa, € insolivel em metanol, ativa em alca ligada intestinal de suinos
de 5 a 7 semanas e estimula secrecdo intestinal por um mecanismo que ndo envolve
alteracdes das concentragdes de nucleotideos ciclicos (Kennedy et al., 1984), mas eleva
concentracdes citosélicas de Ca®*, estimula a liberacdo de prostaglandina E, e estimula a
liberacdo de serotonina, mecanismos que permitem aumento de secre¢do de ions com

conseqiiente diarréia (Kaper et al., 2004).



A codificagdo da enterotoxina STb € controlada por genes plasmidiais (Echeverria
et al., 1985) e, apesar de ser importante na diarréia em suinos, sua relevancia na diarréia
humana nio é comprovada, embora ji tenha sido detectada em amostras de E. coli de
origem humana (Nataro & Kaper, 1998).

A toxina STa € codificada por um plasmidio de alto peso molecular e, geralmente,
estd associada a genes codificadores de fatores de colonizagdo (CFAs). Esta toxina se liga a
receptores das células intestinais e ativa a enzima guanil ciclase, o que leva a um aumento
dos niveis de GMPc, resultando em secrecdo de liquido para a luz intestinal e subsequente
diarréia (Miihldorfe & Hacker, 1994).

A adesido deste grupo ocorre através de fatores de colonizacdo (CFA). Esses fatores
podem ser fimbriais e adesinas ndo fimbriais (Blanco et al., 1993), representados por
filamentos protéicos delgados ou por proteinas amorfas que cobrem a superficie bacteriana.
Os mais freqiientemente pesquisados em seres humanos sdo os CFA/I (Evans et al., 1975),
representados por fimbrias rigidas em forma de bastdo e compostas por apenas uma
unidade antigénica (Jann & Hoschutsky, 1991), complexo CFA/II (Evans et al., 1978) e o
conjunto CFA/IV (Thomas et al., 1982) que sao formados por um complexo antigénico
denominado antigeno de superficie de E. coli (CS). Mais de 20 tipos de CFAs de ETEC
foram descritos (Kaper et al., 2004).

Recentes estudos tém indicado que as ETEC, similarmente a outras classes
diarreiogénicas, possuem genes de viruléncia além dos ja conhecidos codificadores das
toxinas e fatores de adesdo. Incluido nestes novos genes estd tibA, o qual codifica uma
adesina membro da familia das proteinas autotransportadoras, que exercem diferentes
papéis na patogénese bacteriana (Henderson & Nataro, 2001). Patel er al. (2004),
identificaram na cepa protétipo ETEC H10407, uma proteina de membrana, também da
familia de proteinas autotransportadoras, que pode ser explorada para o desenvolvimento de
vacinas. O gene identificado em H10407, eatA (“ETEC autotransporter A”), codifica uma
proteina de 110kDa com atividade de serina protease que mostrou homologia com SepA,
uma proteina secretada por Shigella flexneri. Este gene estd contido em um plasmidio de
viruléncia de 92 kDa e foi encontrado em diversos isolados clinicos de ETEC. Mutantes
deficientes no gene eatA induziram decréscimo no acimulo de liquido em modelo de alca
ligada de intestino de coelho, sugerindo que esta proteina contribui para a viruléncia de

ETEC.



1.1.3. Escherichia coli enterohemorragica (STEC)

“Shiga toxin-producing” Escherichia coli (STEC), também chamada “Verotoxin-
producing” (VTEC), t€ém emergido como patégenos que contaminam alimentos (Karmali,
1989), provocam diarréia sanguinolenta (Levine, 1987) e causam severas doencas no
homem, como colite hemorrdgica (HC) e sindrome urémica hemolitica (HUS) (Karmali,
1989).

A categoria diarreiogénica EHEC foi primeiramente reconhecida devido ao sorotipo
O157:H7, o qual acredita-se ser responsavel por mais de 90% de todos os casos de HUS em
paises industrializados (Mead & Griffin, 1998). Esta bactéria foi reconhecida como
patégeno humano em 1982, quando foi implicada em dois surtos de colite hemorrdgica
(Riley et al, 1983). Em 1983, Karmali e colaboradores reportaram associacdo entre
infeccdo com E. coli que produz toxina de shiga (assim chamada devido a semelhanga
genética com a toxina Siga de Shigella dysenteriae), com a sindrome urémica hemolitica.
Posteriormente, E. coli O157: H7 foi geneticamente relacionada a E. coli O55: H7, uma
cepa enteropatogénica que causa diarréia em criancas em todo mundo (Whittam et al.,
1993).

Assim como EPEC, E. coli O: 157: H7 pode aderir ao epitélio intestinal e produzir a
caracteristica lesdo A/E. Kaper & Jarvis (1996) demonstraram que as EHEC produzem
intimina que também € codificada pelo gene eae. Acredita-se que os fatores de viruléncia
adicionais desta bactéria tenham sido adquiridos por transferéncia horizontal e
recombinacdo génica (LeClerc et al., 1996).

O principal fator de viruléncia das EHEC € a produc¢do das toxinas de Shiga (Stx),
extremamente potentes e responsdveis por muitos dos sintomas observados (Nataro &
Kaper, 1998). Essas toxinas sdo também chamadas verotoxinas por serem téxicas em
culturas de células Vero (Konowalchuk ef al, 1977) e apresentam dois grupos principais
imunologicamente distintos e ndo passiveis de reacdes cruzadas, chamados Stx1 e Stx2.
Uma cepa EHEC pode expressar uma ou ambas toxinas ou ainda multiplas formas da Stx2.
A toxina Stx1 € indistinguivel da Shiga toxina produzida por S. dysenteriae; ja Stx2 é uma
molécula mais divergente com 56% de homologia de aminoédcidos com a toxina acima
mencionada (Mead & Griffin, 1998). Dados sugerem que cepas produtoras de Stx2 estdo

mais relacionada com o desenvolvimento de HUS (Griffin, 1995).



As toxinas Shiga pertencem ao grupo das toxinas tipo A/B, isto €, apresentam uma
subunidade do tipo A, que € enzimadtica, e 5 subunidades do tipo B, que sdo oligbmeros
constituidos de 5 proteinas idénticas (Mead & Griffin, 1998). Entre si, a Stx1 e Stx2 da
EHEC apresentam 55% de homologia na seqiiéncia da subunidade A e 57% na seqiiéncia
da subunidade B (Jackson et al., 1987). A estrutura da Stx1 é altamente conservada entre as
cepas EHEC, mas hd variacdes na seqiiéncia da Stx2. Essas variantes sao designadas Stx2c,
Stx2v, Stx2hb, Stx2e etc (Calderwood et al., 1996).

As subunidades B medeiam a ligacao da toxina a célula hospedeira, por meio de
receptores especificos. Na maioria dos casos esse receptor € a globotriacilceramida (Gb3),
um glicolipideo presente na superficie das células eucaridticas, enquanto a variante Stx2e
utiliza o Gb4 como receptor. Uma vez ligada a célula, a subunidade A da toxina, que é uma
N-glicosidase, remove um unico residuo de adenina do rRNA 28S, inibindo a sintese de
proteinas. Essa inibicdo leva a morte de células endoteliais renais, células epiteliais
intestinais, células Vero, HeLLa ou qualquer outra que contenha Gb3 (ou Gb4 no caso da
Stx2e) (Nataro & Kaper, 1998). As células renais s@o ricas em receptores Gb3, o que
poderia explicar a localizagdo especifica das seqiielas da infec¢ao (Moss et al., 2000).

Os genes responsaveis pela codificacdo das subunidades A e B das toxinas Shiga da
EHEC (stxAB, também chamados s/tAB ou vixAB) estdo organizados em operons,
codificando primeiro a subunidade A e depois a B. Os genes da Stx1 sdo carreados por
bacteri6fagos e os da Stx2 podem ser encontrados tanto em bacteriéfagos como no
cromossomo bacteriano (Nataro & Kaper, 1998; Paton & Paton, 1998a).

As cepas O157: H7 e outros sorotipos isolados de humanos carregam um plasmidio
altamente conservado, chamado pO157 ou plasmidio 60-MDa (Levine et al., 1987), cujo
tamanho varia de 93,6 a 104 kb. Este plasmidio contém o gene ehxA ou hlyA, que codifica
uma hemolisina chamada enterohemolisina ou hemolisina de EHEC (Schmidt et al., 1996).
A hemolisina pertence a familia RTX (Repeat in Toxin) de citolisinas formadoras de poros,
também encontradas em E. coli uropatogénica, Pasteurella haemolytica e outros patégenos
(Bauer & Welch, 1996). O papel da enterohemolisina ainda é objeto de estudo, podendo
estar associado a lise de eritrécitos “in vivo”, liberando heme e hemoglobina. Isso
estimularia o crescimento bacteriano, pois cepas EHEC possuem um sistema altamente
especializado de utilizagdo de heme e hemoglobina como fonte de ferro (Law & Kelly,

1995). Para E. coli O157: H7, havendo limitacdo de ferro, uma proteina de membrana de



69-kDa ¢ sintetizada e codificada pelo gene chuA (E. coli heme utilization gene). Schmitd
& Karch, 1996, descreveram um gene, homdélogo ao chuA, e encontrado em cepas de
Shigella dysenteriae tipo 1.

O plasmidio pO157 também codifica outros produtos potencialmente patogénicos:
uma proteina (KatP) altamente homdloga a familia bifuncional catalase-peroxidase; uma
serina protease (EspP) capaz de clivar a pepsina e o fator V de coagulacdo humana; um
conjunto de 13 genes (etpC-0), altamente homdlogo ao que codifica a via de secre¢do tipo
IT das bactérias Gram negativas e que estd envolvido na secre¢do de fatores patogé€nicos;
uma toxina (ToxB) que apresenta 20% de homologia com a toxina B de Clostridium
difficile e um gene (tagA), que codifica uma lipoproteina de membrana e que pode estar
relacionada a patogenicidade porque é homdlogo ao encontrado em Vibrio cholerae
(Makino et al., 2001).

A adesina Saa também ¢é outro fator de viruléncia recentemente identificado em
cepas eae negativas de STEC. O gene saa apresenta localizagdo plasmidial e estd associado
com a adesdo bacteriana em culturas de células em um padrao de aderéncia semi-
localizado. Cepas contendo este gene foram isoladas de pacientes com HUS (Paton et al.,
2001) e sua presenca estd sendo utilizada como um marcador de viruléncia em testes
diagndsticos (Paton & Paton, 2002).

O trato intestinal de ruminantes, particularmente bovinos e ovinos, parece ser o
principal reservatério de cepas EHEC O157: H7, O157: NM e para todas STEC (Griffin &
Tauxe, 1991). Estudos ambientais t€m mostrado que este microrganismo pode persistir no
estrume, cocho de dgua e outros locais de fazendas (MacDonald et al., 1996).

Surtos epidémicos ocasionados por O157: H7, oriundas de 4gua contaminada,
ocorrem através do consumo e recreacao em dagua nao clorada. Contaminacdo diretamente
pelo contato pessoal e transmissao através da dgua sugere que E. coli O157: H7 tem uma

baixa dose de infec¢do, similar a Shigella sonnei (Mead and Griffin, 1998).

1.1.4. Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

Escherichia coli enteroinvasiva compreende um grupo de bactérias conhecido pela
capacidade de invadir células. Este grupo provoca disenteria semelhante a causada por

Shigella dysenteriae (Formal & Hornick, 1978). As amostras de EIEC sdo bioquimica,
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genética e patogenicamente relacionadas com Shigella spp. (Brenner et al., 1973). Dupont
et al., (1971) descreveram EIEC como um grupo que provoca diarréia aquosa e quadro
febril, com capacidade de invadir células do intestino grosso. A diarréia aquosa pode ser
indistinguivel das diarréias secretérias observadas em ETEC. Apenas uma minoria dos
pacientes desenvolve a sindrome disentérica, causada por febre, dor abdominal, mal-estar e
diarréia aquosa com sangue e muco (Taylor ef al., 1988).

EIEC pode ser caracterizada por seus antigenos O, sendo os mais freqiientes:
028:H'. 0124:H30, O136:H. O173:H (@rskov et al., 1991), pela auséncia do antigeno
flagelar e pela capacidade de causar ceratoconjuntivite em cobaios (Formal & Hornick,
1978). O indicativo mais importante para o reconhecimento de uma amostra EIEC € o teste
da descarboxilagdo da lisina negativo. Este grupo ndo fermenta lactose ou fermenta
tardiamente e nao possui flagelo, sendo, portanto, imével (Taylor et al., 1988).

As infeccdes por EIEC ocorrem usualmente através de &4gua ou alimentos
contaminados, embora a infeccdo pessoa-pessoa possa ocorrer. A dose infectante de EIEC
em voluntérios € mais alta do que para Shigella spp. (10* e 107 células, respectivamente), o
que contribui para um potencial menor de transmissao através do contato pessoal (Harris et
al., 1985).

A expressao dos fatores de viruléncia de EIEC depende de genes cromossomais e
plasmidiais. Os genes necessdrios para invasdo estdo contidos em um plasmidio de 140
MDa, chamado pInv (Baudry ef al., 1987). Dentre os genes relacionados com a invasio,
aqueles contidos nos loci mxi e spa, codificam para um aparato de secrecdo do tipo III
(Andrews et al., 1991), necessario para a expressdo de multiplas proteinas necessarias a
patogenicidade de EIEC (Nataro & Kaper, 1998).

As EIEC invadem o intestino através das células M do sistema linféatico especifico
da mucosa (MALT), com subseqiiente formacdo de vesiculas denominadas vacuiolos
endociticos. Apds, ocorre lise desses vacuolos e alteragdes do citoesqueleto celular que
culminam no movimento bacteriano. Este movimento, que ocorre dentro do citoplasma da
célula hospedeira, € mediado pela nucleagdo da actina celular em uma espécie de “cauda”
que se forma em um dos pélos da bactéria (Adam et al., 1995). Posteriormente, mais actina
¢ adicionada a cauda, o que “impulsiona” a bactéria através do citoplasma, geralmente na
direcdo lateral, até alcancar a célula adjacente através de protuberdncias na membrana

citoplasmadtica (Prevost et al., 1992). A invasdo da mucosa por EIEC provoca intensa
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reacdo inflamatoria tecidual e disentérica e, embora EIEC seja invasiva, sua disseminacao
através da submucosa € rara (Kaper et al., 2004). Muitas destas caracteristicas da
patogénese de EIEC sao resultado dos multiplos efeitos do sistema de secre¢do tipo 111, que
secreta as proteinas IpaA, IpaB, IpaC e IpaD e medeiam eventos de sinalizag¢do, rearranjos
do citoesqueleto, lise do vactiolo endocitico e outras a¢des (Tran Van Nhieu et al., 2000).

A capacidade de invasdo de EIEC é determinada pelo teste de Sereny (Sereny,
1955), porém, atualmente a invasdo € facilmente visualizada em experimentos em culturas
de células HEp-2 (Day et al., 1981) e HeLa (Bessen & Gotsshlich, 1987).

Embora o sistema de secrecdo do tipo III seja essencial para as caracteristicas
invasivas de EIEC e Shigella spp., fatores de viruléncia adicionais t€ém sido descritos,
incluindo um plasmidio que codifica uma serina-protease SepA, um sistema de aquisi¢ao
de ferro codificado por genes do cromossomo e outras proteases que sao codificadas por
genes contidos em ilhas de patogenicidade (Kapper et al., 2004). Uma proteina de
superficie essencial para a nucleacdo dos filamentos de actina e conseqiientemente para o
movimento através do citoplasma e entrada das células adjacentes, chamada VirG (IcsA), é
outro importante fator de viruléncia destas bactérias (Goldberg et al., 1993; Sansonetti,
1992). Nataro et al. (1995), clonaram e sequenciaram um gene denominado sen que
codifica uma proteina de 63 kDa. A delecdo desse gene em amostras EIEC levou a uma
considerdvel diminui¢do do efeito enterotdxico da amostra mutante (Nataro & Kaper,

1998). Essa proteina termolébil foi denominada ShET-2.

1.1.5. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) € reconhecida como um patégeno
emergente que causa diarréia em criangas e adultos em todo o mundo. Estudos recentes tém
envolvido EAEC em casos de diarréia persistente, principalmente em pacientes infectados
com o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (Bernier et al., 2002).

A principal caracteristica da EAEC € sua capacidade de apresentar um padrao de
aderéncia, em células HEp-2 e Hela, caracterizado pela presenca de agregados de células
bacterianas que aderem a superficie celular bem como a superficie da laminula, em um
arranjo semelhante a tijolos empilhados — aderéncia agregativa (AA) (Nataro et al., 1987).

Esta caracteristica permite que se diferencie amostras EAEC de amostras EPEC ou DAEC.
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Foi demonstrada uma associacdo entre AA e a presenca de um plasmidio de alto
peso molecular (60 MDa) em uma amostra protétipo (17-2), isolada de uma crian¢a com
diarréia no Chile (Vial et al, 1987). Um segmento de fun¢do desconhecida obtido deste
plasmidio tem sido utilizado como sonda genética (sonda de EAEC) em ensaios de
hibridiza¢do para detec¢do do fendtipo AA (Baudry et al., 1990). Entretanto, essa sonda
apresenta sensibilidade relativamente baixa (40 a 70%), uma vez que vdrias amostras
produtoras de AA e ndo portadoras de seqiiéncias homdlogas foram descritas em diferentes
regides geogréficas (Echeverria et al., 1992; Gomes et al., 1998).

Albert et al. (1993) propuseram um ensaio diagnéstico simples para EAEC, que
consiste na formagdo de uma pelicula, isto €, de um agregado de crescimento bacteriano na
superficie do meio liquido. A estrutura ou substancia responsdvel por essa pelicula nao foi
determinada, embora alguns estudos tenham demonstrado que a perda do plasmidio de
aderéncia leva a perda desta propriedade (Yamomoto et al., 1991).

Estudos histopatolégicos t€ém demonstrado que EAEC promove aumento na
secrecdo de muco em porcos gnotobidticos (Tzipori et al., 1992) e em alca intestinal ligada
de coelhos (Vial et al,, 1987), sendo que as bactérias aparecem emaranhadas no muco,
formando um biofilme e agregadas entre si, lembrando o padrdo AA caracteristico.

Cepas EAEC sao heterogéneas tanto pelos sintomas desenvolvidos pelas pessoas
infectadas, quanto pelos genes de viruléncia. Diversos tipos de fimbrias tém sido descritos
para EAEC (Vial et al. 1987; OId et al., 1989; Knutton et al., 1992), embora apenas duas
delas, denominadas “Aggregative adherence fimbriae I (AAF/I) e Aggregative adherence
fimbriae II (AAF/II)” tenham sido mais bem caracterizadas. Essas fimbrias sdo codificadas,
respectivamente, pelos genes aggA e aafA, contidos no plasmidio de aderéncia . AAF/I
confere o fendtipo agregativo e hemaglutinacdo a eritrécitos humanos e AAF/II esta
envolvida na aderéncia da mucosa intestinal (Huang & DuPont, 2004). A fimbria AAF/I é
formada por duas regides (Nataro et al., 1993); uma regido contendo o gene aggA que
codifica a subunidade estrutural e outra contendo o gene aggR, que é o ativador
transcricional (Nataro et al., 1994). Com base na seqiiéncia de nucleotideos de aggA e aafA
foi proposto que essas fimbrias pertencam a familia Dr de adesinas encontradas em cepas
de E. coli patogénicas extraintestinais (Nowicki er al, 1990). Contudo, dados
epidemioldgicos indicam que somente uma minoria de cepas EAEC (10-15%) isoladas de

diferentes regides do mundo possuem AAF/I e/ou AAF/II (Czeczulin et al., 1997). Isto
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sugere a existéncia de outras adesinas, ainda ndo caracterizadas, em um grande percentual
de cepas EAEC. Uma terceira estrutura fimbrial (AAF/IIl) codificada por plasmidio foi
recentemente isolada da cepa EAEC 55989. Em contraste com a morfologia de feixes de
AAF/T e AAF/I, a fimbria AAF/III parece com um filamento longo e flexivel que, além da
adesdo em células, também promove a agregacdo bacteriana. A organizagcdo genética do
gene que codifica AAF/III, designado agg-3, é muito similar ao de aggA e aafA. A
freqiiéncia de AAF/III entre cepas EAEC € muito similar (12%) aquela de AAF/T e 11
(Bernier et al., 2002).

Estruturas afimbriais, particularmente proteinas de membrana externa (OMP),
também foram descritas em algumas amostras de EAEC. Assim, Debroy et al. (1995)
descreveram uma OMP de 30kDa que estaria envolvida na aderéncia de uma amostra
EAEC protétipo (sorotipo O4:H7). Chart et al. (1995) descreveram proteinas de membrana
externa de 18kDa, em amostras dos sorotipos O126:H27 e O44:H18, as quais encontravam-
se expostas na superficie bacteriana e sdo antigenicamente semelhantes, embora
estruturalmente distintas. Os determinantes genéticos destas OMP ainda nao foram
descritos e seu papel como fator de colonizacao nao foi firmemente estabelecido (Debroy et
al. 1995).

Monteriro-Neto et al. 2003, descreveram uma proteina de membrana de 58 kDa,
codificada por plasmidio e chamada de proteina agregativa 58 (Ap58). Segundo estes
autores, esta proteina estd envolvida na adesdo e na hemaglutinagcdo de EAEC a células
animais.

A producdo de diferentes tipos de toxinas também foi evidenciada em amostras de
EAEC. Savarino et al. (1991) identificaram na amostra 17-2 a producdo de uma proteina
homdloga a enterotoxina termo-estavel (STa), designada EAST1 (enterotoxina termo-
estavel de EAEC). EAST1 é uma proteina de 30 aminodcidos que contém 4 residuos de
cisteina, diferentemente de STa que contém 6 residuos. Funcionalmente EAST1 € muito
similar as toxinas termo-estdveis de ETEC. EAST1 aumenta os niveis de GMPc e causa
aumento na corrente de curto circuito em modelo de Ussing-chamber, contendo mucosa
intestinal de coelhos, sendo essas propriedades compativeis com a produgdo de diarréia
secretora. Ela é codificada pelo gene astA, localizado no plasmidio de aderéncia da amostra
17-2 (Savarino et al., 1991). O papel de EAST1 na secrecdo observada em infeccdes por

EAEC nao foi determinado, uma vez que ela também € produzida por amostras incapazes
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de causar diarréia e por outras categorias enteropatogénicas como ETEC, EHEC e EPEC
(Savarino et al., 1996, Yamamoto & Nakazawa, 1997).

Eslava et al. (1998) purificaram e caracterizaram uma proteina de 108 kDa a partir
da cepa EAEC 042 , a qual foi denominada Pet (“plasmid-encoded toxin”). Pet é uma
toxina termo-labil que induz aumento na diferenca de potencial e na corrente de curto-
circuito em preparacdes jejunais de rato montadas em camaras de Ussing. Esses efeitos sdo
acompanhados de uma diminuicdo da resisténcia elétrica nos tecidos tratados, aumento na
liberacdo de muco, esfoliacdo celular e desenvolvimento de abcessos nas criptas. Em
culturas de tecidos “in vitro”, Pet provoca perda do contato celular, seguido de
arredondamento e destacamento das células do substrato (Navarro-Garcia et al., 1999).
Essa toxina tem homologia com a classe de proteinas autotransportadoras, caracterizadas
pela presenga de um dominio conservado na regido C-terminal e que formam um poro de
“B-barrel” na membrana externa da bactéria, através do qual a proteina madura é
transportada (Eslava et al., 1998).

Henderson et al. (1999) identificaram no cromossomo da amostra EAEC 042, uma
proteina semelhante aquela envolvida na colonizagao intestinal de Shigella flexneri. Esta
proteina estd presente no mecanismo tipo V de secre¢do das proteinas autotransportadoras,
possuindo atividade mucolitica, resisténcia ao soro e hemaglutinante. Essa proteina foi
denominada PIC (“protein involved in colonization”) e apresenta homologia com as
proteinas autotransportadoras do subgrupo SPATEs (“Serine protease autotransporters of
the Enterobacteriaceae”).

Sheikh et al. (2002) caracterizaram uma proteina imunogénica de 10kDa em EAEC,
produzida pelo gene aap localizado separado do controle do gene aggR. Essa proteina foi
chamada dispersina, uma vez que € secretada durante o crescimento bacteriano e
permanece associada a superficie bacteriana. A dispersina mostrou ter um importante papel
na aderéncia e colonizagdo bacteriana.

De uma forma geral, a patogénese de EAEC envolve trés estagios, a saber:

1. Aderéncia inicial na mucosa pelas fimbrias agregativas e outros fatores de

colonizagao,

2. Producdo de uma camada de muco, provavelmente produzido pela bactéria e

pela mucosa intestinal. EAEC adere na mucosa intestinal e estimula a secre¢ao

de muco (Huang & DuPont, 2004), formando uma espécie de biofilme. Este
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biofilme incrusta na mucosa e facilita a permanéncia de EAEC na superficie dos
enterocitos (Tzipori et al., 1992; Hicks et al., 1996). Isto pode ser a explicacdo
para alguma das caracteristicas clinicas da diarréia provocada por este grupo,
que inclui presenca de muco nas fezes e diarréia prolongada (mais de 14 dias)
(Henderson et al., 1999; Vial et al.,1987).
3. Producdo de toxinas com intensa resposta inflamatdria. A resposta inflamatéria
acarreta a liberacdo de citocinas (principalmente a IL-8) que causam toxicidade
na mucosa e secrecdo intestinal (Greenberg et al., 2002).
Para Okeke & Nataro (2001), nenhum dos fatores de viruléncia de EAEC é
encontrado em todas as amostras e muitos ndo sio unicos dessa categoria. Isto demonstra a
dificuldade para se estabelecer definicio genotipica e/ou propor um modelo exato de sua

patogenicidade.

1.1.6. Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC)

Cepas de E. coli pertencentes a esse grupo sao identificadas pelo seu padrio de
aderéncia difuso em cultura de células epiteliais “in vitro” (Scaletsky, et al.,1984) e foram
reconhecidas como a sexta classe de E. coli diarreiogénica (Nataro & Kaper, 1998).

Estudos recentes t€ém implicado cepas DAEC como agentes de diarréia (Gomes et
al., 1998; Levine et al., 1993). Porém, em outros estudos, DAEC foi mais freqiiente em
pacientes assintomadticos do que em pacientes com quadros de diarréia. Uma associacdo de
DAEC com diarréia foi achada em criangas com cerca de cinco anos de idade. Neste estudo
foi mostrado que o risco relativo de diarréia associada a DAEC aumenta com a idade
(Levine et al., 1993). Na Franca, cepas DAEC foram altamente prevalentes em casos de
diarréia em pacientes hospitalizados, ndo havendo outro enteropatdégeno identificado,
sugerindo que DAEC pode ser um importante patégeno em paises desenvolvidos (Jallat et
al., 1993).

Virias estruturas envolvidas na viruléncia desse grupo sdo relatadas. De fato, quatro
adesinas relacionadas com o fenétipo de aderéncia difusa estdo bem caracterizados: F1845
(Bilge et al., 1989), AIDA-I (Benz & Schmidt, 1992), CF16k (Jallat et al., 1994), e uma
proteina de 57 kDa (Yamamto et al., 1996). Contudo, ndo hd dados suficientes para

confirmar o papel dessas adesinas na diarréia (Taddei et al., 2003).
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A fimbria F1845 foi caracterizada em 1989 como sendo responsdvel pela adesao
difusa de amostras DAEC (Bilge et al., 1989). O gene que codifica esta fimbria pode estar
presente no cromossomo ou em plasmidios, sendo que esta fimbria mostra homologia com
os membros da familia Dr de adesinas (Nowicki et al., 1990).

Benz & Schimidt (1992) descreveram um gene denominado aida-I que gera uma
proteina de 100 kDa, sugerindo que este fator estaria associado ao fendtipo de aderéncia
difusa e € expresso por um pequeno nimero de cepas DAEC. Tanto Aida-I como a F1845
podem ser usadas para a deteccdo de amostras DAEC, através da sonda daaC, um operon
comum das Afa/Dr adesinas (Bilge et al., 1989).

Yamamoto et al, (1996) mostraram que uma cepa de E. coli ndao portadora da
fimbria F1845, expressava uma proteina de 57 kDa, que seria a responsdvel pela aderéncia
difusa e também pela capacidade de hemaglutinagao.

Cepas DAEC induzem efeitos citopéticos caracterizados pelo desenvolvimento de
longas extensoes celulares que envolvem a bactéria aderida (Kaper et al., 2004). Bernet-
Camard et al. (1996) postularam que as injurias as microvilosidades provocadas pela E. coli
1845 podem ser resultado da desorganizacao da rede do citoesqueleto celular. A interacao
da fimbria F1845 com DAF (receptor para C1845 — proteina ancorada ao GPI) (Caras et al.,
1987) pode promover a transducdo de sinais que poderdo induzir a distribui¢do de F-actina,
resultando na lesdo das microvilosidades. Essas alteracdes em muitas células podem
resultar em diarréia (Bernet-Carmad et al., 1996).

Um locus homoélogo ao LEE (responsavel por desencadear a lesdo A/E) de EPEC e
STEC foi encontrado em algumas cepas de E. coli, isoladas no Brasil e na Alemanha, que
mostraram aderéncia difusa. Essas cepas DAEC exibiram propriedades caracteristicas de
EPEC, como a secrecdo de proteinas EspC (Beinke et al., 1998).

A importancia da categoria DAEC em infec¢des do trato urindrio (UTI) também
tem sido descrita (Nowicki er al. 2001). Estudos recentes mostram que algumas cepas
DAEC carreiam fatores de viruléncia encontrados em E. coli uropatogénica (UPEC)
(Johnson & Stell, 2000).

Recentemente, Servin (2005) propds uma nova classificacdo para E. coli que
aderem difusamente em células. De acordo com este autor, DAEC podem ser divididas em
tipicas e atipicas. A classe tipica incluiria cepas que carregam adesinas da familia Dr com

idéntica organizacdo génica, permitindo ligacdo ao DAF, enquanto a classe atipica
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englobaria cepas que nao s6 possuem adesinas Dr, mas também outros tipos de adesinas
que promovem aderéncia difusa e que ndo possuem capacidade de ligacdo ao DAF.

Dados a respeito da relacdo entre cepas DAEC e diarréia permanecem, até o
momento, controversos, € a patogenicidade entérica deste grupo ainda € questiondvel
(Taddei et al., 2003). Possivelmente, cepas DAEC constituem um grupo heterogéneo e
muitos diferentes clones devem coexistir, todos exibindo fendtipo de aderéncia difusa em
ensaios de cultura de células, enquanto somente uma sub-populac¢do destes microrganismos
sdo patogénicos (Girén et al., 1991b). Essa teoria pode explicar porque cepas DAEC sdo
isoladas de fezes nao diarréicas em estudos epidemioldgicos (Jallat ef al.,1993).

Dentre esses diferentes grupos de E.coli diarreiogénicas, EPEC, EAEC, DAEC e,
em menor freqiiéncia, EHEC, podem ser associados a padrdes de adesdo em culturas de

tecidos ou em enterdcitos “in vivo” (Scalestky et al., 1984). Os padrdes observados sdo:

1. Localizada (LA): As bactérias aderem-se em pequenos pontos na superficie
celular como se fossem microcolonias, uma caracteristica de EPEC e EHEC;
2. Localizada-Like (LAL): a adesdo ocorre de forma mais frouxa do que no padrao

anterior. Este padrdo € visto em amostras de E.coli que possuem intimina sem a
presenca do plasmidio EAF e do gene bfp.

3. Difusa (DA): a bactéria adere de forma ndo uniforme ao redor e na superficie da
célula;

4. Agregativa (AA): a adesdo bacteriana se mostra como tijolos empilhados,
ocorrendo tanto no vidro como na superficie celular,

5. Nao caracteristico (NC): observa-se aparente mistura dos padrdes acima

descritos.

1.2 Escherichia coli e agua

Embora exista um grande volume de informacdo sobre o isolamento de E. coli
patogénicas a0 homem e a animais, sua ocorréncia no meio ambiente € pouco estudada.
Entretanto, a importancia da 4gua e alimentos contaminados na veiculacao desse patégenos
tem sido registrada por varios autores (Mason & Richardson, 1981; Swedlow et al., 1992;
Tarr, 1995; U. S. Department of Health and Human Services, 1995; Besser et al., 1997,
Ohno et al., 1997; Freedman et al., 1998; Shere et al., 1998).
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E. coli é considerada o principal indicador da qualidade da 4gua e de contaminagdo
fecal, uma vez que uma série de patégenos pode ser veiculada através de fezes e requer
acdo imediata no que diz respeito o controle da qualidade das dguas nos seus mais diversos
usos: consumo humano, recreagao, irrigacao, aquacultura, e outros (Swerdlow et al., 1992;
“World Health Organization”, 1997).

Os habitats secunddrios para E. coli, como &dgua, solo e sedimentos diferem dos
habitats primdrios (intestino) em varios aspectos como, por exemplo, a oferta de nutrientes
(maior no habitat primario), modo de respiragdo (aerébica no habitat secundirio e
anaerdbica no primdrio), temperatura constante no habitat primério (ao redor de 37° C), e
varidvel no secunddrio (Savageau, 1983).

Em média, E. coli sobrevive na dgua de consumo de 4 a 12 semanas, a uma
temperatura de 15 — 18 © C (Edberg et al., 2000). Fransolet et al. (1985) observaram que o
crescimento de E. coli e Enterobacter aerogenes € mais lento em temperaturas inferiores a
20 °C. LeChevallier et al. (1996) mostraram, em um estudo feito entre 1992 ¢ 1993 nos
Estados Unidos, que a presenca de coliformes na dgua era maior entre junho e outubro,
quando a temperatura € geralmente superior a 15°C. J4 Wang & Doyle (1998) observaram
que E. coli O157:H7, da categoria EHEC, sobrevive por mais tempo na 4gua na
temperatura de 8 °C do que a 25°C.

O nimero de bactérias na d4gua pode aumentar devido a diversos fatores ambientais,
como por exemplo, temperatura e o regime de chuvas, que carrega a bactéria de fezes
depositadas nas margens ou em bancos de areia de represas e rios (Solo-Gabriele et al.,
2000). Badge & Rangari (1999) observaram a existéncia de variagdo sazonal de coliformes
fecais no lago Upvan na India. A contagem de coliformes na dgua deste lago foi maior na
época das chuvas.

Em 1845, ap6és uma epidemia de coélera em Londres, foi que a transmissdo de
doencas entéricas foi relacionada a contamina¢do de dgua potéavel por esgotos (Bates, 2000)
e, a partir de entdo, houve a reavaliacdo do sistema de distribuicdo e tratamento de dgua e
esgoto (Edberg et al., 2000).

Diversos casos de contaminacdo por E. coli em aguas sdo relatados ao redor do
mundo (Warner et al.,, 1996; McCarthy et al., 2001; Agard et al., 2002; Feldman et al.,
2002; Samadpour et al., 2002), em paises como Escdcia, Estados Unidos e Trinidad e

Tobago. Um destes casos ocorreu no estado americano de Missouri, onde 243 habitantes
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apresentaram diarréia entre dezembro de 1989 e janeiro de 1990. A contaminagdo ocorreu
pelo consumo de dgua municipal, a qual ndo estava tratada de maneira apropriada
(Swerdlow et al., 1992).

Em outro estudo, Feldman et al. (2002) concluiram que infec¢des por E. coli
O157:NM, na Califérnia, no més de agosto de 1999, estavam associadas a ingestdo de dgua
de um lago usado para recreagdo. No Japdo, uma crianca de 2 anos de idade apresentou
diarréia e posteriormente diarréia com sangue, apds consumir 4gua de um poco com dgua
nao clorada. Anélises com isolados de E. coli das fezes do paciente mostraram se tratar de
uma linhagem VTEC O121 Stx-2 positiva (Yatsuyanagi et al., 2002).

Ohno et al. (1997) estudaram bactérias enteropatogénicas no rio La Paz, na Bolivia,
e observaram um aumento na quantidade de bactérias nos locais mais proximos a foz do
rio, onde had maior concentracio humana. Esses autores também isolaram bactérias
enteropatogénicas ao longo do rio, das quais trés isolados eram Salmonella do grupo O4,
cinco E. coli do “virotipo” ETEC, compreendendo os sorogrupos (O44) e 2 EIEC
pertencentes ao sorogrupo 029.

Yarse & Chase (2000) especularam que um periodo de seca seguido por forte chuva
levou ao alagamento de um poco recém cavado, no estado de Nova lorque, Estados Unidos,
o qual teria sido contaminado por esterco de gado levado de um pasto localizado nas
proximidades. Posteriormente, a d4gua foi utilizada para a fabricacdo de gelo e refresco.
Duas semanas depois, ocorreu uma epidemia envolvendo aproximadamente 1000 pessoas
com diarréia, sendo que duas morreram devido a sindrome hemolitica-urémica, causada
pela linhagem O157:H7, da categoria VTEC. Na Escocia, Licence et al. (2001)
encontraram evidéncias de que uma fonte de dgua foi responsavel pela contaminacio de 6
pessoas.

Segundo a Organizacdo Mundial de Satdde, a 4dgua deve ser examinada com
regularidade, ja que a polui¢cdo € geralmente intermitente e pode ndo ser detectada caso os
exames sejam realizados em uma tinica ou em um pequeno nimero de amostras (Chalmers
et al., 2000).

Atualmente, cerca de 2,4 bilhoes de individuos vivem em locais sem saneamento
basico e aproximadamente 250 milhdes de pessoas sdo infectadas, por ano, com algum
patégeno através da dgua, resultando em 4 milhdes de morte, principalmente, nos paises em

desenvolvimento (World Health Organization 2002a).
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1.3 Avaliacao da agua

Um dos métodos mais comuns para verificar a qualidade da dgua € a contagem do
nimero de colonias de coliformes fecais visiveis em meio seletivo (World Health
Organization, 2002b).

O grupo coliformes € composto por organismos Gram-negativos, anaerdbicos
facultativos, capazes de fermentar lactose, produzir gés e 4cidos e sintetizar a enzima - D-
galactosidase (Edberg et al., 2000). Por esta classificagdo sdo considerados coliformes
linhagens dos géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter. Dentre os
representantes desses géneros, apenas Escherichia coli estd necessariamente associada a
contaminacdo fecal, por isso, dentre os coliformes, é a espécie mais utilizada como
indicador da qualidade sanitdria da 4dgua destinada ao consumo humano (Edberg et al.,
2000).

Embora a utilizacdo de coliformes como indicadores torne a avaliacdo da 4gua mais
rapida, € preciso observar que os diferentes microrganismos presentes em um ambiente
aqudtico podem apresentar graus diferentes de sensibilidade ao tratamento (Toze, 1999). O
método de avaliagdo também deve permitir o conhecimento do nimero de patégenos
presentes na amostra, uma vez que para o inicio de infeccdes bacterianas sdo necessarias
cerca de 10° células e para infeccdes causadas por virus entéricos ou E.coli O157:H7 apenas
10 particulas infecciosas sao suficientes, por essa razao, mesmo em baixas concentragdes, a
presenca destes microrganismos € preocupante. Rivera & Martins (1996) discutem ainda se
a auséncia de coliformes fecais indicaria seguranca em relacdo a virus e protozoarios
patogénicos

No ambiente, além da integridade e do estado fisiol6gico das células bacterianas,
outros fatores como temperatura, luminosidade, salinidade, chuvas, concentracdo de
nutrientes e poluicdo ambiental afetam a eficiéncia dos métodos de deteccdo e
quantificacdo dos microrganismos (Solo-Grabriele et al., 2000).

A 4gua para ser consumida pelo homem nao pode conter substancias dissolvidas em
niveis toxicos € nem transportar em suspensao microrganismos patogénicos. Como uma
forma de controlar a quantidade dessas substancias foi necessdrio estabelecer um padrao de
potabilidade e estipular parametros de anélise, definindo um valor ou concentracdo a partir

do qual seu consumo pode induzir riscos a saide. Os parametros utilizados para analisar a
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dgua destinada ao consumo humano sao fisico-quimico, organolépticos e microbiolégicos
(Andlise da 4gua, 2004). A andlise do pardmetro microbioldgico deve-se ao fato de que a
dgua normalmente € habitada por vdrios tipos de microrganismos de vida livre e/ou
parasitéria, sendo necessdria a identificacao e quantificacao destes (Macedo, 2001).

No Brasil, as normas sao definidas pela portaria 1469 de 29/12/2000- Ministério da
Saude, capitulo IV -padrdo de potabilidade. Estas definem que dgua para consumo humano
deve ser livre de Escherichia coli ou coliformes termotolerantes com auséncia em 100mL

ou positividade de até 5% para coliformes totais.

1.4 Captacao e fornecimento de dgua para consumo humano no municipio de Ouro
Preto-MG

O municipio de Ouro Preto possui um sistema atual de fornecimento de dgua com
22 captacdes, sendo a maioria proveniente de dguas subterraneas, superficiais, minas,
nascentes e fontes. Existem ainda pequenas captagdes particulares ou de uso coletivo em
bairros da periferia e chafarizes publicos que datam da época colonial e dos quais se
abastece ainda parte da populacdio. Na zona rural, as populacdes se abastecem
principalmente a partir dos mananciais de superficie, nascentes e fontes (Cruz, 1994).

De acordo com observacdes de Las Casas (1994) e informagdes obtidas no
Departamento de dgua e esgoto da Prefeitura local o sistema municipal de abastecimento de
dgua de Ouro Preto ndo € satisfatorio, tendo sido implantado na década de 1940 e seu
estado de conservagdo € ruim. O abastecimento € administrado pela propria prefeitura, nao
havendo pagamento do uso da dgua pela populagdo. Segundo informacdes obtidas no
Departamento de Agua e Esgoto da Secretaria de Obras Municipal, o énico tratamento que
a dgua recebe antes de ser consumida € a clorag@o, quando recebe.

Sabioni (2001) e Neves et al. (2002b) pesquisando a 4gua de consumo no municipio
de Ouro Preto, verificaram que um grande nimero de residéncias, e as vezes em todo um
bairro, sao utilizados mananciais préximos, como minas € nascentes entre outros, como
forma de obtencdo de dgua para o consumo, devido a ineficiéncia do sistema de
abastecimento de dgua potavel municipal.

Em 2002 procedeu-se a investiga¢ao da qualidade da dgua de consumo nos bairros
da periferia de Ouro Preto, sendo averiguado que 70% das amostras coletadas estavam

contaminadas por coliformes fecais (Neves, 2002). As espécies bacterianas isoladas foram
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identificadas e amostras de E. coli foram identificadas utilizando-se soros comerciais. Em
paralelo realizou-se diagndstico dos casos de diarréia infantil de moradores dos locais de
coleta das dguas e foi detectada presencga dos tipos patogénicos de E. coli enterotoxigénica,
enteropatogénica e enteroinvasora (Pereira, 2003). De acordo coma Organiza¢do Mundial
de Saide (WHO, 1997), a presenga de coliformes em uma proporcao alta de amostras de
dgua ¢ um bom indicador de contaminacdo de dgua, o que implica em risco para saude
humana no que tange as epidemias humanas de origem hidrica.

Em 1993, a etiologia da diarréia infantil na cidade de Ouro Preto - MG também foi
investigada, sendo observada alta prevaléncia de diarréias em relacdo a outras doencas
infantis. Em tal estudo, procedeu-se a investigacdo de vdrios agentes diarreiogénicos nas
fezes de quatrocentas criangcas com diarréia na faixa de 0 a 5 anos. Os seguintes agentes
foram investigados: rotavirus, adenovirus, espécies de Salmonella, Shigella,
Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica e E.coli, além de protozodrios como
Entamoeba histolytica e Giardia lamblia. Os agentes que apresentaram maior incidéncia
nas diarréias nos pacientes de baixo nivel sdcio-econdmico, assim como no estudo de 2002,
foram os tipos patogénicos de E. coli enterotoxigénica, enteropatogénica e enteroinvasora
(Lanna, 1993).

A constatacdo da presenca de E. coli diarreiogénica na 4gua de consumo da
populacdo de Ouro Preto tanto no levantamento epidemioldgico de 1993, quanto no estudo
de 2002, torna relevante o estudo possiveis fatores de viruléncia nas amostras isoladas,
podendo, desta maneira, contribuir para alertar a popula¢do do risco que o consumo desta

agua oferece e prevenir futuros surtos de diarréia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar fenotipica e genotipicamente fatores de viruléncia em amostras Escherichia

coli isoladas de dgua de consumo da cidade de Ouro Preto-MG.

2.2 Objetivos Especificos

Pesquisar na amostras de E. coli:

1.
2.

A produgdo de hemolisina;

A presenca das fimbrias tipo 1, K88, F41, 987p, AAF/I, AAF/II e dos fatores de
coloniza¢do de ETEC (CFA I e CFA 1I).

O padrao de adesao em celulas HEp-2.

A producio e caracterizacdo de citotoxinas nas linhagens de células Vero, HeLa
e CHO;

A producio de enterotoxinas.

A presenca de genes que codificam para toxinas: STx1, STx2, STx2v, LTI,
LT2, STa, STb, EAST-1, Pet, Pic, Sat, CNF1, CNF2, CDT, aHly e EHly.

A presenca dos genes bfp, eae, e dos plasmidio EAF e Inv.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras Bacterianas

Nesse trabalho foram estudadas 97 amostras de Escherichia coli isoladas de dgua
de consumo da cidade de Ouro Preto, MG, do Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal de Ouro Preto, MG, no periodo de janeiro de 2002 a fevereiro de
2003. A identificagdo das amostras de E. coli foi realizada através de série bioquimica
empregando os meios de EPM (Toledo et al., 1982 a), MILi (Toledo et al., 1882 b), Citrato
de Simmons (Edwards & Ewing, 1972). Estas amostras foram mantidas em 4dgar nutriente a
temperatura ambiente.

As amostras padrao empregadas neste estudo encontram-se descritas na Tabela 1.

3.2 Estudo fenotipico das amostras de E. coli
3.2.1. Deteccao de Hemolisinas

3.2.1.1. No meio solido

As amostras de E.coli foram pré-cultivadas em 3mL de caldo TSB (Tryptic Soy
Broth — Oxoid) durante 18 horas, a 37° C com agitacdo (150 rpm) e foram semeados por
picada em dgar sangue com 5% de sangue desfibrinado de boi, carneiro, cavalo, cobaia e
humano, ndo lavado e lavado trés vezes com PBS 0,15 M pH 7,4. A presenca de halos de
hemolise ao redor das colonias foi observada apés quatro, 18 e 48 h de incubagao a 37 ° C.

Os controles positivo e negativo sdo citados na Tabela 1.

3.2.1.2. Em sobrenadantes das culturas

Para verificar atividade hemolitica nos sobrenadantes, aliquotas dos extratos de
cultura de E. coli, obtidas conforme descrito no item 3.2.7.1, foram diluidas
sucessivamente, na razao 2, em PBS 0,15M pH 7,4. Para cada 50uL de sobrenadante da
cultura diluido foram adicionados 50uL de hemaécias de carneiro ou cavalo a 1%,
previamente lavadas trés vezes no mesmo PBS. A hemodlise foi determinada visualmente e
através da medida da absorbancia no sobrenadante a 540 nm, apds 60 minutos de incubagdao
em banho de dgua a 37 ° C. O titulo foi definido como a reciproca da maior dilui¢ao capaz
de provocar a lise de 50% das hemadcias. As amostras utilizadas como controles, positivo e

negativo, sdo citadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Amostras padrao de Escherichia coli para fatores de viruléncia pesquisados

fenotipica e genotipicamente no presente estudo.

Designacao da amostra

Fator de Viruléncia

P-46
P-17
Pc/c LT-II
152-2
S119112
B41
CLDT7
FVL2
FV171
C3888
042
17-2
FBC 114
2348/69
FV176
ORN 115
H56 K88ad
603A
FVLS8
J96
FVL2
LG 1522
LG 1315
1294
304-4
DH5a

a-hemolisina
LT-I, STb
LT-II
STxT1, STx2
STx2v
Sta e F41
CDT
CNFle2
EASTI
ehly
Pet, Pic, AAF/II
AAF/1
Sat
eae ¢ bfp, aderéncia localizada
EAF
fimH
K88
987p
papC e papGII
papGlI e GII
aerobactina
Indicadora de aerobactina
Aerobactina (teste fenotipico)
Aderéncia Agregativa
Aderéncia difusa

Negativo

26



3.2.2. Deteccao de aerobactina

A pesquisa de aerobactina foi realizada segundo Carbonetti et al.,1986. As amostras
de Escherichia coli positivas pelo teste gendtipico para o gene iucD (11 amostras) foram
cultivadas em Meio Minimo M9 liquido, suplementado com 200uM de quelante de ferro a-
o’ dipiridil (Sigma). As amostras foram incubadas a 37°C por 24h sob agitagdo a 150 rpm.
A linhagem indicadora de aerobactina E. coli LG 1522 foi cultivada em meio LB por 24 h a
37° C e depois semeada por espalhamento em placas contendo o meio anteriormente citado
acrescido de agar. As placas foram secas a 37°C, durante 15 minutos e as amostras em
estudo foram semeadas por “spot”. A linhagem LG 1315 foi utilizada como controle

positivo, como apresentado na Tabela 1.

3.2.3. Deteccio da atividade hemaglutinante

A deteccdo da atividade hemaglutinante foi realizada segundo a metodologia
proposta por Evans et al. (1980) Amostras de E. coli foram cultivadas em BHI a 37°C.
Apo6s 18h, as culturas bacterianas foram semeadas em dgar CFA (Colonization Factor
Agar). O crescimento bacteriano foi suspenso em PBS 0,15 M pH 7,4e ajustado para a
escala 3 de Mac Farland. A hemaglutinacdo foi realizada em lamina espelhada, em banho
de gelo. Foram usados 50uL. da suspensdo bacteriana e S0uL da suspensdo a 1% de
hemadcias de cobaia, cavalo, galinha, bovina e humano dos grupos A e O. A detec¢do da
atividade hemaglutinante foi realizada na presenca e auséncia de D-manose a 1%.

Apdés homogeneizacdo, as amostras foram classificadas nos padroes de
hemaglutinacdo MSHA (hemaglutinacdo manose sensivel) ¢ MRHA (hemaglutinacdo

manose resistente).

3.2.4. Teste de adesao em células HEp-2

3.2.4.1. Preparo das amostras bacterianas

As amostras bacterianas foram cultivadas em meio LB por 18 horas a 37° C. Uma
aliquota de 100uL da cultura bacteriana foi centrifugada e lavada trés vezes com PBS
esterilizado. As células bacterianas foram ressuspendidas em 100uL de PBS. As amostras

padrdo utilizadas sdo mencionadas na Tabela 1.
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3.2.4.2. Preparo das células HEp-2

As células foram preparadas conforme o itém 3.2.7.2 e cultivadas em microplacas

de 24 camaras com laminulas, contendo 1 mL de meio Eagle (MEM).

3.2.4.3. Adesao as células HEp-2

Apo6s a formacdo da monocamada, o meio foi descartado e a microplaca foi lavada
trés vezes com PBS estéril 0,15M pH 7,4 e em cada camara foi adicionado 1mL de MEM
acrescido de 2% de SFB (Soro Fetal Bovino), com e sem 1% de D-manose. Em seguida,
foram adicionados 40ul. de cada amostra bacteriana por camara. A microplaca foi
incubada por 3 horas a 37°C e, ap0ds este periodo lavada 10 vezes com 1 mL de PBS
0,15M pH 7,4 por camara para retirada das bactérias nao aderidas. As laminulas foram
fixadas com metanol por 10 minutos e coradas com May- Griinhald (5 minutos) e Giemsa
(20 minutos) e observadas em microscépio Optico em objetiva de imersdo. Pada definir o
tipo de adesdo foram utilizados os critérios descritos por Nataro et al., (1987) e Levine

(1987).

3.2.5. Producao e quantificacao de biofilme

Para avaliar e quantificar a formagao de biofilme foi utilizada a metodologia proposta
por Wakimoto et al. (2004). Foram inoculados 5 uL. do crescimento bacteriano, obtidos em
meio LB a 37° C por 18h sob agitacdo, em placa de 96 concavidades contendo 200 puL de
meio Eagle com 0,45% de glicose. As amostras de E. coli foram incubadas por 18h a 37° C
e, apos este periodo, o meio foi descartado e acrescentados 200 uL de cristal violeta a 5 %
por 5 minutos, seguido de lavagem com dgua destilada e acréscimo de 200 uL de etanol
95% em cada concavidade. Foi realizada leitura a 570 nm em espectrofotometro. O teste foi
considerado positivo quando a cor azul era visivel, e/ou apresentava valores maiores ou
iguais a 0,2 pela medida da absorbancia. A amostra de E. coli 042 foi utilizada como

controle positivo.
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3.2.6. Pesquisa da producio de pelicula

A pesquisa da producdo de pelicula foi realizada conforme descrito por Albert et al.
(1993). As amostras bacterianas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo caldo LB e,
a seguir, foram incubadas por 20h a 37°C com aeragdo (100 rpm). A producdo de pelicula
foi observada como sendo a formag¢do de um agregado bacteriano na superficie do meio

liquido. Foi utilizada como controle positivo a amostra de E. coli 042.

3.2.7. Teste de citotoxicidade

3.2.7.1. Preparo dos sobrenadantes de cultura bacteriana

As amostras de E. coli foram cultivadas em cinco meios diferentes para determinar a
melhor produgdo de citotoxina e de hemolisina. Os meios utilizados foram: TSB (Tryptic
Soy Broth — Oxoid), BHI (Infuso cérebro cora¢do), CN (caldo Nutriente), LB (Luria
Bertani) e MM (Meio Minimo). O cultivo foi realizado sob agita¢do a 150 rpm, com e sem
adicao de mitomicina C (25 pL) e polimixina B (0,2 mg/mL), a 37°C por 18h. As culturas
bacterianas foram centrifugadas a 12.000 x g, 15 min a 4°C e os sobrenadantes foram
coletados e mantidos a 4° C até a realizacdo dos testes. Foram utilizadas as amostras

padrdes para as toxinas STx1, STx2, STx2v, LTI, LTII, CDT, CNFI, CNFII, a-Hly, eHly,

Sat, Pet, Pic, conforme mostrado na Tabela 1.

3.2.7.2. Preparo das linhagens celulares

As células Vero (células de rim de macaco verde africano), HelLa (Carcinoma de
utero), CHO (Ovério de Hamster Chinés) e HEp-2 (Carcinoma de laringe humana) foram
descongeladas em banho de dgua a 37°C e transferidas para uma garrafa de cultura de
células contendo Meio Minimo Essencial de Eagle Modificado (MEM/Cultilab),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB/Cultilab) e 1% de solucdo de
antibidticos contendo penicilina (1000 U/mL; Sigma) e estreptomicina (250 pg/mL;
Sigma). Os frascos de cultura foram incubados em atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 48
horas até a formagcdo da monocamada celular. Apds este periodo o meio foi descartado

sendo adicionado a cultura celular uma solugdo de AVT (Associacdo Tripsina-
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Versene/Cultilab) para descolamento da monocamada. As células foram ressuspendidas no
meio MEM acrescido de 10% de SFB e 1 % de antibidticos, para um nimero estimado de
2,5 x 10° células /mL. A suspensdo de células foi distribuida em microplacas de 96
cavidades, em volume de 100 uL por cavidade. As microplacas foram incubadas a 37°C,

em atmosfera de 5% de CO, (Juan, Franga) por 24 horas.

3.2.7.3. Deteccao da atividade citotéxica

O meio de cultura celular foi removido e 100 uL. de MEM com 50uL gentamicina
(80 pg/mL) foram adicionados. Sobrenadantes das culturas bacterianas obtidos foram
adicionadas em duplicata, em dilui¢des seriadas na razdo dois até a diluicdo de 1:512. As
placas foram incubadas em estufa a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, e a leitura foi
acompanhada apds 2, 4, 6, 18, 24, 48 e 72 horas de incubagdo com auxilio de um

microscopio invertido (Nikon Instruments, Japao).

3.2.8. Ensaio de termoestabilidade da atividade citotoxica

Para verificar a termoestabilidade, 1 mL dos sobrenadantes de cultura de E. coli
foram distribuidos em tubos eppendorf e incubados em banho de dgua, controlado
termostaticamente por 30 minutos nas temperaturas de 65° C e 100° C. A atividade
citotéxica foi avaliada em cultura de células HelLa, Vero e CHO e pelo teste do

camundongo recém-nascido.

3.2.9. Teste do camundongo recém-nascido

A enterotoxicidade do sobrenadante de cultura de E. foi avaliada pelo teste de
camundongos recém-nascidos, seguindo a metodologia descrita por Dean et al. (1972). Foi
administrado por via intragdstrica a camundongos com 3 dias de vida, 100uL do
sobrenadante de cultura, tratados e ndo tratados termicamente a 100°C por 30 minutos,
contendo azul de Evans (Sigma), sendo utilizado quatro camundongos para cada amostra.
Os camundongos foram mantidos a temperatura ambiente por 3 horas. Os animais foram
sacrificados com éter e o grau de acimulo de fluido intestinal foi determinado pela taxa de
peso do intestino dividido pelo peso da carcaca (PI/C). Foi considerado como resultado

positivo quando esta relac@o apresentava valores iguais ou superiores a 0,08.
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3.3 Caracterizacao genotitica das amostras de E. coli

3.3.1. Obtencao do DNA para a reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras foram cultivadas em meio BHI, a 37°C por 24 horas. Apds este
periodo, foram semeadas em dgar TSA a 37°C por 24 horas. Um raspado de cada amostra
foi ressuspendido em 100 uL de dgua deionizada estéril. As suspensdes bacterianas foram
fervidas por 10 minutos e centrifugadas a 10.000 rpm por 2 minutos. Os sobrenadantes

destes materiais foram utilizados para a reacdo de PCR (Blanco et al., 1997a).

3.3.2. Reacao em cadeia da polimerase

A reagdo de PCR foi realizada utilizando-se iniciadores especificos para cada um
dos genes de E. coli ja descritos na literatura: stx/ e stx2 (Shiga toxinas ou verotoxinas),
stx2v (shiga toxina variante), eltlA e eltlIA (toxinas termoldbeis de E.coli), stIA e stIB
(toxinas termoestavel), EAST1 (toxina termo-estivel de EAEC), cdtB (toxina citoletal
distensora), cnfs (fator necrosante citotoxico) e hlyA (proteina estrutural hemolitica), ehly
(enterohemolisina), sat (proteina autoreansportadora secretada), pet (toxina codificada por
plasmidio), pic (toxina envolvida na colonizacdo de EAEC) bfp (Bundle-forming-pillus),
eae (proteina intimina), EAF (EPEC adherence factor), pINV (plasmidio de invasdo), iucD
(oxigenase responsavel pela biossintese da aerobactina), fim H (adesina da fimbria tipo 1),
papC (proteina da membrana externa da fimbria P), papGIl/GII/GIII (alelos da adesina
papG), kps MTII (montagem do grupo capsular K1-K5), AFF/I e AFF/Il (Fimbrias de
aderéncia agregativa I e II), K88 e 987P (fimbrias de coloniza¢dao de ETEC, associada a
suinos). A seqiiéncia dos iniciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos fragmentos
amplificados estdo especificados no Quadro 1. Os reagentes utilizados para as reacdes de

PCR com cada um dos genes mencionados estio indicados no Quadro 2.
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Quadro 1. Seqiiéncias de oligonucleotideos utilizados como iniciadores para ensaios de PCR,
temperatura de anelamento e tamanhos (pb) expressos na amplificagao.

Gene Seqiiéncia (5> — 3°) PA (pb)* | (ng/uL)® TA® REF
stxl CGC TGA ATG TCA TTC GCT CTG C 364 90 53 Blanco et al., 1997b
CGT GGT ATA GCT ACT GTC ACC
stx2 CTT CGG TATA CCT ATT CCC GC 515 60 53 Blanco et al., 1997b
CTG CTG TGA CAG TGA CAA AAC GC
eltiA GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC 696 300 47 Schultsz et al., 1994
CCG AAT TCT GTT ATA TAT GTC
eltlTA TAT ATT GAT GAT GCA TAT GTA TC 300 300 48 Schultsz et al., 1994
TAA CCC TGC AAT TAA ATC TC
stl TCC GTC AAA CAA CAT GAC GC 176 60 50 Blanco et al., 1994
ATA ACA TCC AGC ACA GGC AC
stil GCC TAT GCA TCT ACA CAATC 278 150 50 Ojeniyi, et al., 1994
TGA GAA ATG GAC AAT GTC CG
cdtB TAT GAT AGC CTC TTT TAT CGT CGT CTG 805 60 45 Pickett et al., 1996
AGA GGA GAG TTA GAG CCT ATG ATA GCC TCT
cnf-s CTG GAC TCG AGG TGG TGG 533 90 63 Blanco et al., 1994
CTC CTG TCA ACC ACA GCC
hlyA AAC AAG GAT AAGCACTGT TCTGGC T 1117 60 63 Yamamoto et al., 1995
ACC ATA TAA GCG GTC ATT CCC GTC A
Enhly AAT GAG CCA AGCTGGTTA AGCT 534 90 50 Paton & Paton, 1989b
GCA TCA TCA AGC GTA CGT TCC
sat GTT GTC TCT GGC TGT TGC 501 60 55 Este estudo
AAT GAT GTT CCT CCA GAG C
pic GGG TAT TGT TCC GTT CCG AT 1180 60 55 Okeke et al., 2004
ACA ACG ATA CCG TCT CCC G
pet ACT GGA AGG TGA AAA CAA CC 501 60 53 Este estudo
GCA TGG CTG TCG GTA TAG GT
astA CCA TCA ACA CAG TAT ATC AGA 111 90 50 Yamamoto &
GGT CGC GAG TGA CGG CTT TGT Echeverria, 1996
bfp CGT CTG ATT CCA ATA AGT AGC 326 60 53 Sohel et al., 1996
GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA
eae ACG TTG CAG CAT GGG TAA CTC 512 60 63 Gunzburg et al., 1996
GAT CGG CAA CAG TTT CAC CTG
EAF CAG GGT AAA AGA AAG ATG ATA A 397 150 50 Gunzburg et al., 1996
TAT GGG GAC CAT GTA TTA TCA
INV GCT GGA AAA ACT CAG TGC CT 424 60 55 Beutin et al., 1997
CCA GTC CGT AAATTC ATT CT
icuD TAC CGG ATT GTC ATA TGC AGACCGT 602 60 63 Yamamoto et al., 1995.
AAT ATC TTC CTC CAG TCC GGA GAA G
fimH TGC AGA ACG GAT AAG CCG TGG 508 60 63 Johnson & Stell, 2000
GCA GTC ACC TGC CCT CCG GTA
aagA ATG ATT GTC CTG TTA CTA TAG C 352 60 60 Tsai et al., 2003
ATC ATT CTA TAT TCG CCT GGT A
aafA TTC AGG TCA GAA CGT ATC G 307 60 60 Tsai et al., 2003
CAG GTC GAT ATT TGC GCT
papC GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G 328 60 63 Daigle et al., 1994
CAT TCC TTT CTG CAG GGA TGC AAT A
papGl CCAA CCT GCT CTC AAT CTT TAC TG 692 60 63 Karkkainen et al., 1998
CAT GGC TGG TTG TTC CTA AAC AT
papGIl GGA ATG TGG TGA TTA CTC AAA GG 562 60 63 Karkkainen et al., 1998
TCC AGA GAC TGT TCA AGA AGG AC
papGlIl CAT GGC TGG TTG TTC CTA AAC AT 421 60 63 Karkkainen et al., 1998
TCC AGA GAC TGT GCA GAA GGA C
K 88 ATC GGT GGT AGT ATC ACT GC 601 300 60 Franklin et al., 1996
AAC CTG CGA CGT CAA CAA GA
987p TCT GCT CTT AAA GCT ACT GC 333 30 50 De Graaf & Klassen,
AAC TCC ACC GTT TGT ATC AG 1997
kpsMTII GCG CATTTG CTG ATA CTG TTG 272 60 63 Johnson & Stell, 2000

CAT CAG ACG ATA AGC ATG AGC A

¥ tamanho do produto amplificado; ” concentracao do iniciador; 9 Temperatura de anelamento do iniciador.
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Quadro 2. Reagentes e concentracdes utilizados nos ensaios de PCR.

Reagentes Volume (uL) Concentracao final
10 x “PCR buffer” (Biotools) 3 1x

10 mM “dNTP mixture” 0,6 0,2mM de cada dntp
(Biotools)

Iniciador 1 - Quadro 1
Iniciador 2 - Quadro 1

50 mM MgCl, 1,2 2,0

DNA extraido 7 -
Tag-DNA polimerase (5U) 0,2 1,0U

Agua deionizada q.s.p 30 uL variavel -

Total 30 -

Todas as reacdes foram submetidas a 30 ciclos que com as seguintes etapas:

Desnaturacgao inicial: 94° C por 5 minutos; desnaturacio: 94° C por 1 minuto; anelamento:

temperatura varidvel para cada primer (2 minutos); extensao: 72° C por 2 minutos.

3.3.3. Eletroforese em gel de agarose

Para a leitura do resultado das amplificagdes, 5 uL do tampao de amostra (0,25% de

azul de bromofenol; 0,25% de xilenocianol; 25% de ficol) foi misturado ao produto da

reacdo. Foram aplicados 10 uL da mistura no pog¢o preparado em gel de agarose 2%

(Amersham Pharmacia Biotech/Suécia), em tampdo T.A.E (Tris 2M, 4cido acético 0,04M,

EDTA 0,01M pHS8). A visualizacio do produto de amplificacdo foi realizada apds

incubacdo em solucdo de brometo de etideo (1,5 pg/mL) por 15 minutos, em

transiluminador de luz UV.
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4. RESULTADOS
4.1 Estudo Fenotipico das amostras de E. coli
4.1.1. Deteccao de hemolisinas

4.1.1.1. Teste de hemdlise em placa de agar-sangue

Das 97 amostras estudadas, 50 (52,1%) apresentaram halo de hemdlise ao redor do
cultivo bacteriano quando se utilizou hemécia de cavalo. O 4gar sangue preparado com
hemaécias lavadas ndo alterou o padrdo de hemolise em nenhuma amostra. A Figura 1

mostra os resultados encontrados para as diferentes hemdcias testadas.

N2 de amostras positivas

Hu Cr Cv Cob Bv

hemacias analisadas

Figura 1 — Numero de amostras de E. coli com atividade hemolitica, em placas de dgar
sangue, preparadas com hemdcias humanas (Hu); de carneiro (Cr); de cavalo (Cv); de
cobaia (Cob) e hemacias bovinas (Bv).
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4.1.1.2. Atividade hemolitica no sobrenadante de cultura

A atividade hemolitica no sobrenadante foi testada apenas com as amostras de E.
coli que apresentaram halo de hemolise em placas de dgar sangue preparadas com hemaécias
de cavalo. Os sobrenadantes destas amostras ndo apresentaram atividade hemolitica através

da metodologia empregada neste estudo.

4.1.2. Deteccao de aerobactina

As 11 amostras positivas para o gene iucD (oxigenase responsdvel pela biossintese da
aerobactina) na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram ensaiadas para a produgdo da

aerobactina, sendo que todas foram positivas para o teste em questao.

4.1.3. Deteccao da atividade hemaglutinante

Entre as noventa e sete amostras estudadas no presente trabalho, 70 (72%)
aglutinaram hemdcias de cobaia, sendo que todas tiveram a aglutinacdo inibida na presenca
de D manose, ou seja, apresentaram perfil MSHA (hemaglutinacio manose sensivel).
Sessenta e quatro amostras (65,9%) aglutinaram hemadcias de cavalo e também
apresentaram perfil MSHA. Cinco (5,2%) foram positivas para a hemaglutinacdo com
hemadcias humanas do grupo A, também apresentando inibi¢do pela manose e 20 (20,6%)
hemaglutinaram hemadcias humanas do grupo O. Uma amostra, do total que aglutinaram

hemacias do grupo O, apresentou aglutinacdo manose resistente, mostrando perfil MRHA.

4.1.4. Teste de adesao em células HEp-2

Dentre o total de amostras estudadas neste trabalho, 49 (50,5%) apresentaram perfil
de adesdo agregativo (AA). Variacao do padrao de adesdo agregativo foi observada, sendo
que, 18 amostras, entre as 49, aderiram de forma agregagativa somente nas ladminas e 31
aderiram tanto na superficie celular quanto na ldmina de vidro. Conforme Nereida et al.
(2000), denominou-se a adesdo agregativa em laminas de AAcs. Trés amostras (6,1%)
dentre as amostras AA tiveram adesdo inibida na preseng¢a de D-manose e uma aderiu-se
de forma nao-caracteristica na presenga deste agucar. Dezesseis amostras (16,5%)

apresentaram perfil de adesdo difusaa, sendo que variagdes desse padrdo também foram
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observadas: em um grupo de cinco amostras (31,3% %) a adesao difusa das células
bacterianas ocorreu somente ao redor e na superficie celular e foram coletivamente
agrupadas em aderéncia difusa do tipo 1 (AD1); em outro grupo de 11 amostras (68, 8%)
aderiram de forma difusa tanto na célula quanto na lamina, sendo chamadas de amostras
produtoras do perfil de adesdo difuso do tipo 2 (AD2). Essas denominacdes foram dadas
de acordo com Yamamoto et al. (1997). Apenas duas amostras (2,1%) apresentaram
adesdo do tipo localizada-like (LAL), 12 amostras (12,4%) aderiram em padrdes
diferentes dos descritos pela literatura e foram classificadas como nao-caracteristica (NC)
e 18 amostras (18,6%) de E. coli ndo aderiram nas células HEp-2, sendo, portanto, nao
aderentes (NA). A freqiiéncia dos diferentes padrdes encontrados entre as 97 amostras em

estudo esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Numeros e porcentagens de amostras de Escherichia coli positivas em células

HEp-2 para testes de ades@o.

Padrao de aderéncia em células HEp-2 Numero de amostras (%)
Aderéncia agregativa 31 (31,9)

Aderéncia agregativa em lamina 18 (18, 5)

Aderéncia difusa do tipo 1 50,2

Aderéncia difusa do tipo 2 11 (11, 3)

Aderéncia “localizada like” 22,1)

Aderéncia ndo caracteristica 12 (12, 5)

Nao aderente 18 (18, 6)

Total 97 (100%)
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Figura 2. Padrdes de adesdo de amostras de E.coli em células HEp-2. A) Adesao difusa do
tipo 1 (AD1); B) Adesdo difusa do tipo 2 (AD2); C) Tipica adesdo agregativa (AA); D)
Adesdo agregativa com predominancia de células bacterianas aderidas ao vidro da lamina

(AAcs). Magnificacdo: 400x (A, B, C), 200x (D).
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Figura 3. Padrdes de adesdo de amostras de E.coli em células HEp-2. A) adesao “localizada-
like” observada em E. coli de dgua portadora do gene eae; B) Amostra de E. coli 2348-69,
padrdo positivo de adesdo localizada; C) Amostra de E. coli 1294, controle positivo de adesao
agregativa; D) Amostra de E. coli 304-4, controle positivo de adesdo difusa. Magnificacao:

400X (A), 200x (B, C), 100x (D).
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4.1.5. Producio e Quantificacao de Biofilme

A Figura 4 mostra a formagdo de biofilme por algumas amostras de E. coli. O
controle positivo, E. coli 042 , mostrou forte formacdo de biofilme com leitura da
absorbancia a 570 (ODs79) igual a 0,4 + 0,034, enquanto o controle negativo DH5a nado
mostrou formacao de biofilme. As amostras analisadas mostraram valores de absorbancia que
variaram entre 0,1 a 0,4. As amostras de E. coli foram, entdo, classificadas em trés grupos
baseado nos valores de absorbancia:

Grupo 1: (ODs7> 0,2), 22 amostras;
Grupo 2: (0,1 £0Ds70<0,2), 39 amostras;
Grupo 3: (ODs7< 0,1), 36 amostras;
Foram consideradas como positivas as amostras com valores de absorvancia do grupo

1 e 2, segundo recomendag¢des de Wakimoto et al. (2004).

Figura 4. Formacao de biofilme por amostras de E. coli isoladas de dgua. A coloragdo azul
indica formacdo densa de biofilme. A seta maior indica o controle positivo € a seta menor

aponta para o controle negativo.
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4.1.6. Pesquisa da producao de pelicula

A formacdo de uma pelicula no meio de crescimento foi verificada em 60 amostras
(61,8%). Destas, 32 apresentaram perfil de adesdo agregativo nos ensaios de aderéncia em
culturas de células HEp-2. As outras 28 amostras de E. coli variaram no padrdo de adesao,

mostrando adesao difusa e nao caracteristica ou foram nao aderentes.

4.1.7. Teste de Citotoxicidade

Um total de 89 (91,7%) amostras de E. coli provocou alteracdes morfoldgicas em
células Vero, HeLa e CHO. A adicio de mitomicina C e polimixina B nos cultivos
bacterianos ndo interferiram nos resultados. Morfologicamente, trés tipos de alteracdes
celulares foram visualizadas e as amostras foram agrupadas em trés grupos, de acordo com o

efeito citopatico vizualizado:

Grupo 1: Efeito de LTI: 9 (10,1%) amostras;
Grupo 2: Formacdo de agrupamentos celulares com desarranjo do citoesqueleto
das células: 39 (43,8%) amostras;

Grupo 3:Arredondamento celular: 41 (46,1%) amostras.

Estes dois tultimos efeitos citopaticos foram observados ap6s 48h de incubagdo e o
efeito de LT ap6s 24 horas. Em um grupo de sete (7,2%) amostras ndo foram observadas
alteracoes morfoldgicas das células em teste. Vacuolizagdo do citoplasma das células foi
observada em 31,7% (13) amostras que apresentaram alteracdo do tipo 3 e em 7,7% (3) das
amostras que apresentaram alteracdo do tipo 2. Estas altera¢des foram visualizadas quando as

amostras eram cultivadas em LB. Estes efeitos citopdticos sdo mostrados na Figura 5.
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Figura 5. Alteracdes morfoldgicas provocadas por sobrenadantes de culturas de amostras de
E. coli em células Vero. A — monocamada confluente de células Vero (controle negativo);
B- efeito citopdtico da toxina LT-I; C — arredondamento celular (Grupo 3); D — retracao
citoplasmdtica e desarranjo do citoesqueleto celular com conseqiiente formacgao de “clusters”
celulares apds 48h (Grupo 2); E — um agrupmento de células em detalhe do grupo 2, apds 48

h; F-. Aumentos 200x (A), 400x (B, C, D) 1000x (E).
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4.1.8. Ensaio da termoestablidade da atividade citotoxica

O teste de termoestabilidade foi realizado com o sobrenadante de cultura das 39
amostras de E. coli que provocaram formac¢do de agrupamentos celulares com desarranjo do
citoesqueleto (Grupo 2). Todos foram resistentes ao aquecimento por 65° C e 100° C durante

30 minutos.

4.1.9. Teste do Camundongo recém-nascido

Os sobrenadantes das 39 amostras de E. coli pertencentes ao grupo 2 foram pesquisados
quanto a atividade enterotoxica em camundongos recém-nascidos. Os sobrenadantes de todas
as amostras, tratados e nao tratados termicamente, apresentaram atividade enterotoxica
positiva a partir do célculo realizado, mostrando valores superiores a 0,08 (dados nado

apresentados).

4.2 Estudo Genotipico: Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Nenhuma amostra foi positiva para a presenca dos genes stx/, stx2, It2, cnfl, cnf2, cdt,
ethly, pet, inv, bfp, EAF, aagA, aafA, K88, 987p, papGlI e papGlIII. Os resultados de todos

os fatores de viruléncia positivos nas amostras encontram-se relatados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Numero e porcentagem de amostras de Escherichia coli isoladas de &dgua

positivas por PCR para fatores de viruléncia pesquisados.

Fator de viruléncia Amostras positivas (%)
LTI 99.3)
STa 1 (1,03)
STb 14 (14,4)

oHLy 6 (6,1)
Sat 33,1
Eastl 33D
Pic 2 (2,06)
Kps 10 (10,3)
IucD 11(11,3)
FimH 88 (88,7)
eae 6 (6,2)
PapC 3,1 (3)
PapGl 1(1,02)
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Tabela 4. Correlagdo entre as amostras de E. coli positivas para marcadores de viruléncia

pesquisados pela PCR com perfil de adesao em células HEp-2.

Amostra Aderéncia em HEp-2 Marcadores de viruléncia
2 Aacs stll
3 NC stll, fimH
5 NC Itl, fimH
6 NA ahLy, fimH
7 NC stll, Itl, fimH
8 NC Itl, fimH
9 NC Itl, fimH
10 NA ahLy, fimH
12 NA ahLy, fimH
13 NA ahLy, fimH
15 AD1 sat, iucD, kps, papC, , fimH
16 AAcs stll, papGl, papC fimH
17 NA papC, fimH
19 NA astA, Itl, fimH
21 AAcs Itl, fimH
25 AA stll, fimH
26 AAcs stll, Itl, fimH
30 NC stll. fimH
32 AD1 iueD, fimH
33 AA stll, fimH
35 NA stll, fimH
36 NA kps
38 NC kps, fimH
39 NA eae, iucD, fimH
44 NC iueD, fimH
45 AAcs stll, fimH
51 AD2 sat, iucD, kps, ahLy, fimH
53 AAcs ahLy, fimH
54 NC stll, fimH
59 NC Itl, fimH
60 AAcs stl, fimH
64 LAL eae, iucD, fimH
65 AAcs stll, fimH
66 AD1 stll, fimH
68 NC kps, fimH
69 AAcs kps, fimH
71 AD2 stll
72 AA eae, fimH
74 NA astA, fimH
78 AA pic, kps, fimH
80 LAL eae, fimH
82 AA eae, fimH
83 AD1 Sat, iucD, kps, fimH
84 AA iucD, fimH
92 AA astA, fimH
94 AD2 kps, fimH
95 AA kps, fimH
96 AA fimH, pic
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4.3 Associacao dos fatores de viruléncia de amostras de E. coli com as amostras
produtoras da citotoxina

Dentre as 39 amostras de E. coli produtoras de citotoxina (Grupo 2), quatro (10,3%)
foram positivas para a enterotoxina STb; 7,7 % para o gene responsavel pela montagem do
grupo capsular K1-K5; 10,3 % para aerobactina; 5,1% para a toxina Sat e para a-Hly e 82%

foram positivas para a fimbria tipo 1, como mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Associagdo dos fatores de viruléncia positivos pela PCR e do padrao de adesdo em

células HEp-2 com as amostras de E. coli produtoras da citotoxina.

Padrao
de
Amostras STh Sat a-Hly iucD Kps fimH Adesao
20 + AA
24 + AA
25 + + AA
34 - NA
36 + + AAcs
40 - AAcs
41 - NA
43 + AA
44 + + NC
45 + + AAcs
50 + NA
51 + + + + - ADI1
52 + AAcs
53 + + AAcs
57 + NC
58 + ADI1
61 + AAcs
62 + ADI1
63 - AA
66 + + ADI
68 + + AA
70 + AA
71 + - AD2
73 + AAcs
76 + AD2
77 + AA
78 + + AA
79 + AD2
83 + + ADI1
84 + + AA
85 + NC
86 + AD2
87 - AAcs
88 + AD2
89 + AA
91 + AA
93 + AA
94 + AD2
96 + AA
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Tabela 6 — Nuimero de amostras de E.coli classificadas, segundo padrdes de adesdo e

marcadores de viruléncia, dentro dos grupos diarreiogénico e extraintestinal de E. coli.

Grupo N2 de
Diarreiogénico padrao de adesdo Genes de viruléncia amostras
ETEC AD, AA e NC eltlA, stl, stll 24
EPEC LAL, AAe NC eae 6
EAEC AA astA, pic 36
DAEC AD sat 13
sat, iucD, kps, ahly,
EXPEC AD papC 3
ND - - 15
- - 97
Total

* Escherichia coli presente na flora normal com potencial de causar infecgio extraintestinal.

® amostras ndo classificadas (ndo definidas) em nenhum grupo de E. coli.
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5. DISCUSSAO

A bactéria Escherichia coli tem sido bastante estudada em diversas dreas, porém, o
estudo dessa bactéria oriunda de fontes ambientais ainda € escasso, apesar de ser usada como
indicadora de contaminacdo fecal, os fatores de viruléncia em amostras isoladas de ambiente,
principalmente de d4guas de abastecimento e consumo, sdo pouco relatados na literatura.

Em todo o mundo mais de 1,7 milhdes de pessoas morrem por ano em virtude da
ingestdao de dgua de md qualidade, principalmente vitimas de doencas gastrointestinais
(Ashbolt, 2004). Nove em cada dez mortes sdo de criancas que vivem em regides em
desenvolvimento (Benicio & Monteiro, 2000). Devido a grande importancia da E. coli na
diarréia infantil, seus mecanismos de patogenicidade sao intensamente pesquisados e
compreendidos. Torna-se, portanto, relevante aplicar esse conhecimento as amostras de E.
coli isoladas de dgua, confirmando seu potencial patogénico para homens e animais.

A producgdo de hemolisinas pelas bactérias pode ser um importante fator de viruléncia,
por causar danos em tecidos e permitir a sua penetracdo em camadas de tecidos e subseqiiente
invasdo do hospedeiro (Beutin, 1991). Os resultados obtidos pelo teste de hemosilina em
meio solido evidenciaram que 50 amostras de E. coli foram produtoras de halo de hemolise
em agar sangue de cavalo. Este nimero pode ser considerado relativamente alto quando
comparado a outros estudos feitos com amostras de E.coli isoladas de dgua. Miihldorfe et al.
(1996), por exemplo, encontraram penas 2,1% de amostras hemoliticas em um total de 95
isolados. Além disso, foi observado, no presente trabalho, variagdo do nimero de amostras
hemoliticas em relacdo as hemdcias testadas, sendo as de cavalo e carneiro as mais
susceptiveis as hemolisinas produzidas. Segundo Rennie & Arbuthnott (1974), as
hemolisinas podem variar quanto a sua a¢do em diferentes eritrocitos.

O estudo molecular detectou apenas 6,2% de E. coli portadoras do gene para
producdo de a-hemolisina (a-Hly), demonstrando, portanto, que a maioria das amostras de E.
coli, possivelmente, produzem uma hemolisina diferente da a-hemolisina.

A a-hemolsina e B-hemolisina produzidas por E. coli s@o semelhantes tanto no
padrao de hemdlise total em placas de dgar sangue, quanto na producdo durante a fase
exponencial de crescimento (Beutin, 1991). Isso nos leva a supor que as amostras, nas quais

ndo detectamos o gene a-hly, possam ser produtoras de -Hly.
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Em E. coli que infecta humanos a producao da a-Hly esta freqiientemente associada a
infecgdes extraintestinais (Cavalieri e tal.,, 1984; @rskov & @Orskov, 1985; Korhonen et al.,
1985). Nestas cepas, comumente ocorre associacdo de o-hly com a fimbria P (codificada
pelo gene papC) e com antigenos capsulares (Czirék et al., 1986). Os determinantes
genéticos da a-hly e fimbria P estdo ligados ao cromossomo das cepas uropatogé€nicas O4 e
06 e ambos podem se comportar como elementos genéticos méveis (Hacker et al., 1990;
Low et al., 1984). Em E. coli uropatogénica foi demosntrado que o operon Ahly esta associado
ao gene da toxina CNFI1, em uma mesma ilha de patogenicidade (PAI) (Blum et al., 1995).
Os nossos resultados ndo mostraram associagdo do gene a-hly com CNF1 e na pesquisa
genética realizada para fimbria P, foram encontradas apenas trés amostras positivas para o
gene papC, dentre as quais, duas ndo foram funcionais, pois nao apresentaram nenhum dos
alelos papG, responsavel pela adesdo bacteriana em seus receptores glicanos (Kuehn et al.,
1994). Uma amostra foi portadora do alelo papG 1, normalmente encontrado em isolados de
fezes (Féria et al, 2001). Em meio as trés amostras fimbria P positivas, apenas uma
apresentou associacdo com o-Hly. A baixa freqii€éncia destes genes era esperada visto que
esta fimbria tem sido correlacionada com amostras de E.coli associadas a pielonefrite
(Sussman, 1997).

O papel da o-hemolisina nas infec¢des entéricas ainda ndo estd claro. Nas fezes de
individuos saudaveis, esta hemolisina foi encontrada em freqiiéncia de 6 a 22% (Beutin,
1991; Cavalieri et al., 1984). Em cepas ETEC que infectam animais, a producdo de a-
hemolisina foi detectada (Prada et al., 1991). Essas cepas podem carregar diferentes tipos de
plasmidios que codificam, separadamente, genes para a-hemolisina, enterotoxinas e K88
(Prada et al., 1991). Achados similares foram reportados em VTEC de suinos (Beutin, 1991).
Segundo Beutin (1991), esta hemolisina ndo possui atividade enterotdxica e a perda do gene
hly ndo afeta a capacidade diarreiogénica de ETEC de suinos. Contudo, a producio da a-
hemolisina claramente é uma vantagem seletiva quando comparada com cepas nao
hemoliticas durante a coloniza¢do de intestino de suinos (Hampson et al., 1988).

Além da o-hemolisina, uma outra hemolisina descrita por Beutin et al., (1988) e
denominada enterohemolisina foi investigada neste estudo. A enterohemolisina ¢é
geneticamente relacionada a o-hly e € produzida por cepas STEC. No entanto, ela difere das
a e B hemolisinas por ser produzida durante a fase estdciondria de crescimento, sendo
detectada apenas em placas de dgar-sangue que contenham eritrécitos lavados com tampao

PBS, 24h apds a incubagdo (Beutin, ef al., 1988). Tanto nos estudos fenotipicos, empregando
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placas de dgar-sangue elaboradas com hemécias lavadas, quanto no estudo genotipico, nao foi
detectada a producao desta hemolisina pelas E. coli em estudo.

A sintese de aerobactina, que também € freqiiente em E. coli extraintestinal, ndo esta
relacionada com a producdo de a-hemolisina (@rskov er al., 1988). Isto sugere que a-hly
funciona como um mecanismo alternativo para aquisi¢ao de ferro na auséncia de genes para
aerobactina (Opal, et al., 1990). Na pesquisa do gene iucD, que codifica uma enzima
essencial na biossintese da aerobactina, 11,3% (11) das amostras foram positivas. A
aerobactina é considerada um componente importante na viruléncia de E. coli, relacionada
com infec¢des extraintestinais em humanos e animais, pela habilidade de captar ferro da
transferrina. Cepas isoladas de fezes também produzem aerobactina em alta propor¢do, mas
a importancia deste sideréforo na viruléncia de E.coli diarreiogénica permanece controversa
(Martinez, et al., 1990). Em estudo realizado na Alemanha, 41% de um total de 95 amostras
isoladas de 4gua apresentaram fatores de viruléncia descritos para E. coli extraintestinal,
como aerobactina, e nenhum fator especifico para E.coli diarreiogénica (Miihldorfe et al.
1996). Estes autores atribuiram a alta incidéncia de genes para aerobactina em isolados de
dgua a uma possivel eficicia desta em sequestrar ion Ferro em ambientes fora do hospedeiro

Em relacdo ao gene kps (K1 e K5), 10 amostras de E. coli em estudo foram positivas.
E. coli que expressam K1 e K5 s@o capazes de colonizar o intestino, mas sua infecgdo é
relacionada a septicemia e meningite em neonatais (Martindale et al., 2000). Em meio aos
nossos isolados, encontramos quatro amostras que apresentam simultaneamente varios genes
(Tabela 4) que codificam fatores de viruléncia para E. coli extraintestinal. A presenca destes
genes talvez represente E.coli com potencial patogénico extraintestinal presente na flora
normal.

Aderéncia em células tem sido proposta como uma importante caracteristica de E. coli
diarreiogénica (Scaletsky et al., 1999a). Nos ensaios de adesdo observou-se maior
prevaléncia do padrao de adesdo agregativo (AA), em que 49 amostras de E. coli (50,5%)
aderiram neste padrdo. Cepas EAEC aderem na superficie de células epiteliais e em substrato
de vidro com um distinto padrao de tijolos empilhados (Nataro et al., 1987). Neste trabalho
foi observada uma variacdo do padrdo de adesdo agregativo. Essa variagdo consistiu na
predominancia da adesdo agregativa nas laminas (AAcs), encontrado em 18 das 49 amostras
agregativas. Esta mesma variacdo da adesdo agregativa e outra em que foi observada ocorrer
somente na célula (AAcel), também foram observadas por Nereida et al., 2000. Variacdes do

padrao de adesao agregativo também foram relatadas em outro trabalho (Suzart et al., 2001).
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Resultado semelhante ao nosso foi relatado em Sao Paulo, por Gomes et al. (1998), onde foi
detectado 61,7% da amostras com AA e 31,8% com AAcs de um total de 415 isolados. De
maneira similar aos nossos resultados, estes autores também ndo encontraram o padrdao
AAcel. Segundo Wakimoto et al., (2004), a heterogeneidade no padrao de aderéncia pode ser
devido as variagdes nas fimbrias do grupo EAEC.

O padrao de adesdo difuso foi encontrado em 16,5% das amostras analisadas.
Yamamoto et al., (1997) sugeriram uma divisdo para cepas DAEC em dois subgrupos:
DAEC tipo 1 e DAEC tipo 2. Segundo estes autores, DAEC tipo 1 exibe aderéncia somente
nas células, ndao aderindo em plastico ou vidro e estd relacionada com a fimbria F1845,
enquanto o tipo DAEC 2 exibe aderéncia tanto em células como em laminas, e carregam
uma proteina externa de membrana de 57 kDa como uma adesina. Em nossos estudos
encontramos 5 amostras de E. coli com adesdo difusa somente nas células (DAEC 1) e 11
amostras que foram capazes de aderir nas células e na lamina (DAEC 2).

Recentemente, foi demonstrada a expressdo da toxina Sat (“secreted autotransporter
toxin”) em cepas DAEC isoladas de fezes (Taddei et al., 2003). Dentre as nossas amostras
DAEC, trés (18,75%) apresentam o gene para Sat. Apesar da toxina Sat ser freqiientemente
relacionada com E. coli uropatogénica (Guyer et al., 2000), sua importancia na diarréia vem
sendo demonstrada. A atividade enterotoxica da Sat foi demonstrada pelo acimulo de liquido
em alca de coelho e em ensaios de Ussing Chambers (Taddei et al., 2005), usando a cepa
FBC 114, uma cepa DAEC isolada de crian¢a com diarréia.

O perfil de adesdo localizada (AL) ndo foi visto em nenhum dos nossos isolados,
estando de acordo com nossos achados quanto a pesquisa do gene bfp, para o qual nenhuma
amostra foi positiva. A fimbria BFP tem sido relacionada com a adesdo localizada (Girdn, et
al., 1991a). A adesdo “localizada Like”, comumente associadas a cepas eae positivas, bfp e
EAF negativas, foi encontrada em apenas duas amostras de E. coli. Porém, quatro amostras,
também portadoras do gene eae, apresentaram outros padrdes de aderéncia, sendo que trés
aderiram de maneira ndo caracteristica € uma mostrou-se agregativamente aderida. Segundo
Trabulsi et al. (2002), EPEC atipicas podem apresentar o padrao de adesao “localizada Like”
(LAL), podendo também apresentar AD eAA. Segundo Rosa et al. (2001), E. coli que
possuem este perfil (eae+/ EAF-/ stx-) tém sido correlacionadas com diarréia aguda.

Cepas EAEC t€ém demosntrado capacidade de aglutinar eritrdcitos de uma variedade
de espécies animais e para certos sorotipos esta aglutinacdo € manose-sensivel (Qadri et al.,

1994). Também foi reportado que EAEC formam uma pelicula quando crescidas em LB, uma
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caracteristica proposta como um simples e rdpido teste para identificacdo destas bactérias
(Albert et al., 1993). Além disso, a formacgdo de biofilme por este grupo foi recentemente
relatada tanto na mucosa intestinal como em substratos “in vitro” (Sheikh et al., 2001). Em
virtude do alto nimero de amostras aderindo de forma agregativa as células HEp-2, estas trés
caracteristicas fenotipicas de EAEC foram estudadas e foi verificada producao de pelicula em
32 amostras de E. coli (65,3%). No entanto, consideramos que este ndo é um teste seguro
para identificacdo de EAEC, pois, 28 amostras que ndo apresentaram perfil agregativo
também produziram a pelicula na superficie do meio de cultura.

No que diz respeito a hemaglutinacdo, 11 das 12 amostras agregativas mostraram
perfil MHSA. Este teste também nao foi considerado seguro na identificagcdo de amostras
EAEC, pois, além da baixa freqiiéncia de amostras hemaglutinantes, outras fimbrias, ou seja,
aquelas possivelmente responsdveis pelo perfil agregativo, podem exibir este tipo de
hemaglutinacdo. Um exemplo cldssico é a fimbria tipo 1, presente na maioria das
Enterobacteriaceae, € que neste trabalho, foi positiva para todas as amostras capazes de
aglutinar eritrocitos.

Moreira et al. (2003), propuseram um papel da fimbria tipo 1 na adesdo agregativa e,
de fato, 45 (91,8%) das nossas amostras EAEC apresentaram fimbria tipo 1, mas este perfil
sO foi inibido na presenca de manose em 4 amostras (8,2%). Isto indica que, provavelmente
esta fimbria ndo estd envolvida na adesdo agregativa das E. coli em estudo. Ao todo, a
fimbria tipo 1 foi encontrada em 70 (72,2%) dos nossos isolados pelo teste de
hemaglutinacdo manose-sensivel (MSHA). Porém, pela PCR 88 (90,7%) das nossas amostras
sdo portadoras do gene fimH, o que significa que 20,5% (18) ndo expressaram a fimbria tipo
1 durante a realizacdo dos testes de hemaglutinacdo. Nossos resultados vao de acordo com o
descrito na literatura em que cerca de 70 a 80% dos tipos selvagens de E.coli apresentam esta
fimbria. O papel da fimbria tipo 1 na infeccdo intestinal ainda ndo € claro, mas diversos
estudos t€ém demonstrando que sua presenca aumenta a patogenicidade e persisténcia das
infec¢des no trato urindrio (Gunther et al., 2001). Em adi¢do, as fimbrias AAF/I e AAF/11 de
EAEC também foram investigadas quanto a presenga de seus codificadores, mas niao foram
detectadas em nenhuma das nossas amostras. Portanto, ndo foi possivel definir qual estrutura
de adesdo estaria envolvida na adesdo agregativa por nds observada.

A terceira caracteristica fenotipica de EAEC investigada, formag¢do “in vitro” de
biofilme, foi detectada em 45 (91,8%) das amostras. No estudo realizado por Sheikh e

colaboradores (2001), 87% de amostras EAEC formaram biofilme em um ensaio “in vitro”,
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semelhante ao nosso. Estes autores sugeriram que a expressao das fimbrias AAF € requerida
para a formacdo do biofilme, pois mutantes deficientes nestas fimbrias foram incapazes de
produzir tal estrutura. Porém, semelhantemente aos nossos resultados, estes autores
reportaram que algumas EAEC, que ndo possuem tais fimbrias, também formaram biofilme.

A fimbria tipo 1 também foi relatada como um instrumento para a formagao de
biofilme em E. coli K12. Foi demonstrado que esta fimbria era critica para intera¢do inicial
de E. coli com superficies abidticas (Pratt & Kolter, 1998). Levando-se em consideracdo que
nao detectamos amostras AAF positivas e que apenas 3 amostras formadoras de biofilme nao
apresentaram o gene fimH, poderiamos relacionar esta fimbria com o biofilme produzido em
nossos ensaios. No entanto, diversas estruturas precisam ser pesquisadas para podermos
inferir a este respeito. Dentre elas, estd o antigeno 43 (Ag 43), uma proteina de superficie que
confere agregacdo célula-célula e que pode ser visualizado macroscopicamente pela
floculagdo das células bacterianas em meio liquido (Schembri et al., 2004). Schembri et al.
(2003), propuseram que este antigeno tenha um importante papel no desenvolvimento dos
biofilmes bacterianos. Todavia, Sheikh er al, (2001) eliminaram a possibilidade da
participacdo do Ag 43 na formacao dos biofilmes de EAEC. Por ultimo, esta caracteristica de
E. coli deve ser vista com atencdo no que tange a sua patogenicidade, pois biofilmes
contribuem para a persisténcia da bactéria no meio ambiente, principalmente no ambiente
aqudtico, onde os microrganismos estdo sujeitos ao fluxo hidrodindmico (Schembri &
Klemm, 2001) e no célon, caracterizando as diarréias persistentes, como as causadas por
EAEC (Skeikh et al., 2001).

Outra estrutura que pode estar envolvida na formacdo dos biofilmes é a cdpsula, uma
estrutura polissacaridica associada a superficie celular. Em E. coli mais de 80 tipos de
polissacarideos (denominados antigenos K) e mais de 170 polimeros diferentes derivados dos
antigenos O podem compor a estrutura da cdpsula (Whitfield & Roberts, 1999). Realizamos
coloragdo utilizando tinta nanquin, em que se verifica o contraste da cdpsula, com nossas
amostras e verificamos que 75 (77,3%) apresentavam estrutura capsular (experimentos e
resultados ndo mostrados). Destas, 48 (64%) apresentaram formacao de biofilme, sendo mais
uma estrutura que poderia estar mediando esta propriedade em nossos isolados. O grande
nimero de amostras encapsuladas observado pode ser devido a protecdo que ela prové contra
o ataque de fagos no ambiente aquatico. A cdpsula exerce, também, protecdo contra o

dessecamento em ambientes indspitos, além de exibir propriedade antifagdcitaria em

53



infec¢Oes extraintestinais, sendo considerada um importante fator de viruléncia (Schembri et
al., 2004).

Toxinas sdo um dos principais fatores de viruléncia encontrados em praticamente toda
E. coli patogénica, e algumas toxinas mostram forte associagdo com o tipo patogénico
especifico (Kuhnert et al., 2000). Essas toxinas sdo codificadas por genes contidos em
cromossomos, plasmidios, bacteri6fagos e/ou transposons € nenhum determinante genético
para tais toxinas € encontrado no genoma da E. coli K-12 (Miihldorfer & Hacker, 1994).

Investigamos a producdo de citotoxinas através de ensaios em cultura de células Vero,
HelLa e CHO. Nestes ensaios, verificamos que 91,7% (89) dos sobrenadantes de cultura das
amostras provocaram alteragcdes nas linhagens celulares testadas. Morfologicamente trés tipos
de alteracdes celulares foram visualizados: 1) Efeito citopdtico caracteristico da enterotoxina
termo-labil de ETEC, observado em 9 (10,1%) dos sobrenadantes de cultura; 2) formagao de
agrupamentos celulares com desarranjo do citoesqueleto das células, verificado em 39
(43,8%) amostras e 3) arredondamento celular, observado em 41 (46,1%) amostras. Estes
dois ultimos efeitos citopaticos foram observados apds 48h de incubacao.

Realizamos uma triagem de genes para toxinas conhecidas de E. coli que pudessem
estar provocando estes efeitos citopaticos. Porém, encontramos a presenga de genes para
producdo de toxinas em apenas 37 (41,6%) dentre as 89 amostras: nove (11,1%) possuem
genes para a toxina termolédbil LTI produzida por ETEC; seis (6,7%) possuem genes para o-
hemolisina; 14 (15,7%) foram positivas para STb; duas (2,2%) apresentaram o gene para Pic;
trés (3,4%) possuem o gene que codifica a toxina Sat e EAST1. No entanto, entre as 39
produtoras da toxina que causa desarranjo do citoesqueleto celular, apenas quatro (10,3%)
foram positivas para o gene STb e duas (5,1%) positivas para os genes que codificam as
toxinas Sat e a-Hly.

As amostras que produzem a citotoxina que provoca formacdo de agrupamentos
celulares com desarranjo do citoesqueleto das células foram selecionadas, devido a um
melhor titulo de produgdo observado nos ensaios de citotoxicidade, e foram submetidas a
outros testes, como termoestabilidade e teste de Dean, para uma caracterizagdo parcial da
atividade citotdxica.

Bactérias patogénicas utilizam vdrias estratégias para modular a organizacio da actina
do citoesqueleto. Algumas proteinas bacterianas catalizam uma modificacdo covalente da
actina (Barbiere et al. 2002), mas muitas toxinas bacterianas atuam como adenil ciclases, as

quais sao introduzidas diretamente dentro do citosol da célula eucariética e elevam os niveis
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de cAMP intracelular. Elevacdes do cAMP modulam numerosos processos celulares
incluindo reorganizacdo da actina (igualmente a toxina LT de ETEC) (Hart ef al. 1998).

A exposi¢do das enterotoxinas termo-estaveis de E. coli a temperaturas de 100° C por
30 minutos ndo inibe sua atividade biolégica. Quando a citotoxina, das E. coli deste estudo,
foi aquecida por 60° e 100°C por 30 minutos, também foi observada termoestabilidade.

No ensaio “in vivo” verificou-se que o sobrenadante de cultura tratado termicamente a
100°C por 30 min. causou acimulo de liquido em intestino de camundongos recém-nascidos.
Estes resultados indicam que a citotoxina de E. coli € enterotoxica.

Acreditamos que os efeitos citotoxicos e atividade enterotoxica observados niao sao
causados pela toxina STb, pois ndo ha relatos na literatura de que STb provoque as alteragdes
citotoxicas visualizadas em linhagens celulares, nem qualquer outro tipo de alteracdo
morfoldgica. Até pouco tempo, a Unica forma de testar a atividade desta toxina era através de
ensaios “in vivo” de algas intestinais de animais, principalmente suinos ou de intestino de
ratos na presenca de protease (Whipp, 1990). Beausoleil ef al. (2002) desenvolveram um
modelo celular “in vitro” para o estudo da atividade biolégica da toxina STb, usando um
método que emprega absor¢ao do corante azul de tripan pelas células tratadas com essa
toxina.

De acordo com dados da literatura, existem trés tipos reconhecidos de toxinas termo-
estdveis produzidas por E. coli, STa, STb e EAST1 (Kaper et al.,, 2004). Considerando as
informacdes acima e acrescentando que, de maneira semelhante a STb, STa e EAST1 nao
ocasionam alteracdes em culturas de células “in vitro” e, além disso, os genes codificadores
dessas duas tultimas toxinas ndo foram encontrados entre as 39 amostras que produzem a
toxina em questdo, possivelmente as E. coli isoladas de dgua estdo produzindo uma nova
toxina. Contudo, a natureza desta toxina ainda nao € conhecida.

Escherichia coli e outras bactérias patogénicas incluindo Klebsiella pneumoniae e
Yersinia enterocolitica produzem seus efeitos diarreiogénicos pela elaboracdo de
enterotoxinas de baixo peso molecular e termo-estaveis (STs). As toxinas Sts constituem
uma familia de peptideos de baixo peso molecular, produzidos por diversas bactérias
patogénicas (Rao, 1985). Existem variacdes destas toxinas que diferem em suas seqiiéncias
de aminodcidos, mas todas contém um centro rico em cisteinas que € essencial para atividade
a bioldgica completa (Aimoto et al., 1983; Gariepy et al., 1987). Estes residuos de cisteina se
arranjam em pontes dissulfeto requeridas para a manutencdo da conformicdo estrutural e

funcional destas toxinas (Fasano, 1998). Em adi¢do, a possibilidade de esta toxina ter
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atividade enzimadtica foi verificada nas 39 amostras, produtoras da citotoxina em questao,
através de ensaios especificos incluindo caseinase, lipase, lecitinase e gelatinase e nenhum
resultado positivo foi encontrado (dados ndo apresentados).

Além desta possivel enterotoxina, foi detectada presenca da toxina LT-I, EASTI, Sat,
Pic e a-hemolisina dentre as 97 amostras deste estudo, demonstrando o potencial patogénico
destes isolados (Tabela 3). Um ndmero relativamente alto de amostras pertencentes a
categoria ETEC foi encontrado no nosso trabalho. Constituindo um total de 24 amostras (14
STb*, 1 STa* e 9 LT-I"), sendo que duas apresentaram simultaneamente STb e LT-1. A
presenca de Escherichia coli enterotoxigéncia (ETEC) em dgua de consumo é um fato
preocupante, visto que ETEC € uma importante causa de diarréia em criangas de paises em
desenvolvimento (Guth, 2000). A dgua pode ser um importante veiculo de transmissao de
ETEC, como ji foi documentado em 1975 em uma grande epidemia por ETEC no lago
Creater no Oregon. Sato et al. (1983) relataram a presenga de 1,9% de ETEC de um total de
365 amostras de E.coli isoladas de dgua potével, no estado de Sao Paulo.

Cepas de E. coli enterotoxigénica (ETEC) produzem adesinas ou fatores de
colonizagdo que permitem a ades@o na mucosa intestinal do hospedeiro, com consequente
resisténcia ao movimento peristaltico (Levine, 1987). As fimbrias reconhecem receptores
especificos de diversas células, incluindo eritrécitos. A capacidade de aderir ou ndo a
eritrécitos (hemaglutinacdo) pode ser utilizada para identificagdo e classificacdo de diferentes
fimbrias (Gaastra & Graaf, 1982). As fimbrias encontradas em amostras ETEC sdo,
principalmente, F4 (K88), encontrada em ETEC de origem suina, F5 (K99) que se encontra
em isolados de bovinos e suinos, F6 (987P) encontrada em E.coli de suinos, F41 que também
€ vista em isolados de suinos e bovinos e os CFAS (Fatores de colonizacdo), associados com
ETEC isoladas de humanos (Guth, 2000). Geralmente, cada uma estas fimbrias estfo
correlacionados a um padrdo especifico de hemaglutinacio manose-resistente (MRHA).
Assim sendo, CFA/I apresentam MRHA com hemaécias humanas do grupo A (Evans et al,
1980), CFA/II hemaglutina hemdcias bovinas e F41 hemdcias eqiiinas (Alvarez et al., 1991).
Nossas amostras ETEC foram submetidas a testes de hemaglutinagdo com hemadcias humanas
do grupo A para a detec¢do do fator de colonizacao I (CFA/I) e com hemécias bovinas para a
detec¢do do fator de colonizagdo II (CFA/II) e nenhuma delas apresentou o padrio MRHA. A
frequéncia de CFA/I ou CFA/Il em ETEC tem sido, consideravelmente, variada em diferentes
estudos (Ahren et al., 1986). Esta variacdo pode ser explicada, em parte, pela perda do

plasmidio que codifica para estes fatores durante a estocagem e repiques das cepas no
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laboratério. Hemaglutinacdo manose-sensivel também foi observada no ensaio com hemaécias
eqiiinas, indicando um resultado negativo para a fimbria F41. As fimbrias K88 e 987 P estdo
associadas a amostras ETEC isoladas de suinos (Gaastra & Graag, 1982). Os genes que
codificam estas fimbrias foram pesquisados pela PCR, ndo sendo encontrados nas nossas
amostras ETEC. Portanto, nao foi possivel concluir se as amostras ETEC presentes na dgua
de Ouro Preto sdo provenientes de suinos ou humanos.

Valentini et al., (1992) relataram auséncia de fatores de viruléncia em isolados de E.
coli de agua, sugerindo a ocorréncia da perda de genes de viruléncia devido a auséncia da
pressdo seletiva em isolados desta origem. Segundo Miihldorfer et al. (1996), dentro do
hospedeiro, onde os fatores de patogenicidade sdo ‘“vencidos” pelo sistema imune, as
bactérias necessitam, constantemente, adquirir vantagens seletivas.

No que se refere a enteropatogenidade das amostras de E. coli do presente estudo,
podemos dizer que, 24 amostras (24,7%) sdo amostras pertencentes a categoria ETEC, pois
produzem enterotoxinas LTI, STa e STb. Adesdo difusa foi observada em 16 (16,5%) das E.
coli em estudo e poderiam ser definidas como DAEC. No entanto, dentre estas, trés
produzem a toxina STb e por isso foram classificadas como ETEC. De acordo com Régua-
Mangia e colaboradores (2004), a maioria dos isolados ETEC mostram padriao de aderéncia
difusa em ensaios de 3 horas usando células HEp-2 ou Caco-2. Todavia, nossas amostras
ETEC mostraram distintos padrdes de adesdo (12 AA, sete NC, trés AD e duas NA). Assim,
classificamos as amostras ETEC de acordo com a producao de toxinas e nao de acordo com o
padrao de aderéncia “in vitro”. Definimos 13 (13,4%) como representantes da classe DAEC.

De acordo com Trabulsi et al. (1996), as EPEC sdo dividas em tipicas e atipicas. As
EPEC atipicas aderem em células no padrdo localizado, porém de maneira frouxa, e sdao
portadoras do gene eae. Desta maneira, podemos classificar seis (6,2%) de nossas amostras
como sendo EPEC atipicas. Ainda de acordo com o padrdo de adesdo, 49 (50,5%) aderiram
de forma agregativa em nossos ensaios. Porém, destas, 12 produzem toxinas de ETEC e uma
possui 0 gene eae, o que nos permite concluir que 36 (37,1%) amostras pertencem ao grupo
EAEC. Nenhum dos nossos isolados foi classificado como STEC, pois ndo detectamos os
genes stx/ e stx2. Em acréscimo, de acordo com Rosa et al. (2001) cepas eae®, stxl e stx2,,
EAF, tem sido relacionadas a sorogrupos EPEC.

E. coli do grupo EIEC também ndo foram observadas em nossos isolados, pois ndo
detectamos o plasmidio inv (pInv) nos mesmos. A auséncia deste plasmidio ndo implica,

necessariamente, na perda da capacidade invasiva destas cepas (Abe et al., 2001). Assim o
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teste bioldgico de Sereny poderia ser realizado para confirmacao deste resultado. No entanto,
a principal caracteristica das amostras EIEC, o teste de lisina descarboxilase negativo (Levine
et al., 1987b), ndo foi observado nas nossas E. coli. Diversos autores observaram que E. coli
que ndo possuem caracteristicas bioquimicas de EIEC invadem diferentes linhagens celulares
(Abe et al., 2001; Rosa, et al., 2001), o que dificulta a correlacdo com o tipo diarreiogé€nico.
Como pode ser observado na Tabela 6, classificamos 79 (81,4%) das E. coli isoladas de dgua
de consumo dentro das classes, ETEC, EPEC atipica, EAEC e DAEC e nenhuma dentro da
categoria das EHEC e EIEC. Diferentemente destes resultados, Lanna (1993) e Pereira (2003)
relataram presencga de amostras EIEC isoladas da 4gua de consumo da cidade de Ouro Preto.
Assim, estes resultados podem contribuir para alertar populagdo e autoridades quanto
a necessidade de uma 4gua potavel de qualidade, totalmente livre de patégenos de origem

fecal.
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6. CONCLUSOES

1. Um total de 50 amostras de E. coli provocou lise de eritrécitos de cavalo em meio
sélido;

2. Foi observada predominéncia do padrdo de adesdo agregativo;

3. O sobrenadante de cultura de 89 amostras provocaram efeitos citopaticos em
culturas de células Vero, HelLa e CHO. Dentre estes sobrenadantes, nove (10,1%)
provocaram modificacdo celular pela producdo da enterotoxina LT; 39 (40,2%) formaram
agrupamentos celulares com desarranjo do citoesqueleto das células e 41 (42,3%)
provocaram arredondamento celular;

4. Os sobrenadantes de cultura que provocaram desarranjo do citoesqueleto foram
resistentes ao aquecimento por 30 minutos a 100 °C e tiveram atividade enterotdxica em
camundongos recém-nascidos;

5. Na pesquisa de genes codificadores de toxinas, foi encontrado positividade para os
seguintes genes: eltlIA, stl, stll, astA, a-hLy, sate pic;

6. Foram detectadas quatro amostras de E. coli com potencial patogé€nico
extraintestinal, carreando os genes a-Hly, iucD, papC, papGl e kps MTIII,

7. Nao encontramos amostras portadoras dos genes que codificam: Stx1, Stx2, Stx2v,
CDT, CNF1, CNF2, EnHly, PET, EAF, BFP, pINV, AAF/I, AAF/11, K88 e 987p.

8. Baseado na aderéncia em células, na produgdo de toxinas e na presenga genes de
viruléncia, 24 amostras foram classificadas como ETEC, seis como EPEC atipicas, 36 EAEC

e 13 como DAEC. Nenhuma amostra foi classificada como EHEC e EIEC.
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